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Kroonisiin tulehduksellisiin suolistosairauksiin (inflammatory bowel disease, IBD) kuu-
luvat Crohnin tauti, Colitis ulcerosa eli haavainen koliitti sekä mikroskooppinen koliitti. 
Kalprotektiinin määrityksellä krooniset tulehdukselliset suolistosairaudet erotetaan är-
tyvän suolen oireyhtymästä eli IBS:stä (irritable bowel syndrome). Ulosteen kalprotek-
tiinin määritys on tärkeä suolistotulehduksen mittari, tulehduksen aktiivisuuden osoitta-
ja sekä hyödyllinen tulehduksellisen suolistosairauden hoidon seurannassa. 
 
Aihe opinnäytetyölle saatiin Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian vastuualueen 
osastonylilääkäri Anna-Maija Haapalalta. Tarkoituksena oli koestaa ulosteen esikäsitte-
lyn toimivuus kalprotektiinimäärityksissä vertaamalla kahta menetelmää, EliA Stool 
Extraction Kit ja Faecal Sample Preparation Kit by Roche Diagnostics. Työssä selvitet-
tiin, kumpi esikäsittelymenetelmistä sopi paremmin käytännön työhön ja kuinka esikäsi-
telty näyteseos säilyi huoneenlämmössä, jääkaappilämpötilassa sekä pakastettuna. Esi-
käsiteltäviä näytteitä oli yhteensä 36 kappaletta. Työn tavoitteena oli tuottaa tietoa, jota 
apuna käyttäen ulosteen kalprotektiinitutkimus voidaan ottaa määritettäväksi Fimlab 
Laboratoriot Oy:ssä ja luopua alihankinnasta. Opinnäytetyö oli kokeellinen tutkimus 
sisältäen piirteitä sekä kvalitatiivisesta että kvantitatiivisesta tutkimuksesta. 
 
Esikäsittelymenetelmiä vertailtiin kriteerein, jotka olivat esikäsittelyyn kuluva aika, 
hinta, syntyneet jätteet sekä työturvallisuus. Koestuksen pohjalta ei kuitenkaan pystytty 
sanomaan kummankaan menetelmän olevan toista ehdottomasti parempi. Tulokset säi-
lyvyydestä osoittivat, että näytteet tulisi määrittää mahdollisimman pian esikäsittelystä. 
Vertailtaessa tuloksia alihankintalaboratorion saamiin tuloksiin huomattiin menetelmäl-
lisiä eroja.  
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Chronic inflammatory intestinal diseases (inflammatory bowel disease, IBD) include 
Crohn´s disease, colitis ulcerosa, and microscopic colitis. Inflammatory bowel disease is 
separated from irritable bowel syndrome with calprotectin measurement. Faecal calpro-
tectin is a significant marker to indicate inflammation, as well as a useful indicator of 
treatment follow-up.  
 
The topic for our study was suggested by Fimlab Medical Laboratories Ltd. The pur-
pose of this study was to compare two preparation methods, which were EliA Stool Ex-
traction Kit and Faecal Sample Preparation Kit by Roche Diagnostics. The purpose was 
also to test which preparation method is better suited for practice and how faecal calpro-
tectin extract keeps in different temperatures. The objective of this study was to provide 
useful information to Fimlab Medical Laboratories Ltd in order to analyze calprotectin 
measurement, and evaluate the need of subcontracting.  
 
Our experimental study had characteristics of qualitative and quantitative research. Our 
role was to prepare 36 stool samples for calprotectin measurement. The criteria used as 
comparison methods were time, cost of the preparation, waste and the occupational 
safety. When results were compared, it was found that there are differences between the 
methods used in this study, and the methods used by the subcontracting laboratory. 
From the perspective of the results, it cannot be stated whether any preparation method 
would be absolutely better. Preservation results indicate that prepared samples should 
be measured as soon as possible.  
Key words: calprotectin, preparation of stool, inflammatory bowel disease  
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ERITYISSANASTO  
 
 
Antigeenideterminantti Molekyylin osa, joka on antigeenisesti vaikuttava (myös 
epitooppi) 
Apoptoosi Solujen ”ohjelmoitu” kuolema 
Autofagia  Solun omien soluelinten tuhoaminen syömällä 
BSA Naudan seerumin albumiini (Bowine serum albumin) 
Defensiivieritys Paksusuolen keskimmäisen osa puolustuseritys  
Duodenum Pohjukaissuoli 
Elektrolyytti Aine, joka vesiliuoksessa jakaantuu ioneksi 
Fisteli Tulehduskanava 
Haavainen koliitti Tunnetaan myös nimillä Colitis Ulcerosa, haavainen pak-
susuolitulehdus sekä ulseratiivinen koliitti 
Inhiboiva Estävä 
Jejunum Tyhjäsuoli 
Koolon Paksusuoli, paksusuolen osa   
Krypta Suolirauhanen 
Krypta-absessi Suolirauhasen märkäpaise 
PBS Fosfaatti puskuroitu suolaliuos (Phosphate buffered saline) 
Proinflammatorinen  Tulehdusta edeltävä 
Pseudopolyyppi Limakalvon osa, joka näyttää polyypiltä siksi, että tulehdus 
on hävittänyt limakalvoa sen ympäriltä 
Relapsi Taudin uusiutuminen  
Sigma Koolonin viimeinen osa ennen peräsuolta 
Substraatti Yhdiste, joka muuttuu entsyymin vaikutuksesta 
Sytokiini Ennen tulehdusta esiintyvät proteiinit, jotka toimivat solujen 
välisinä viestiaineina 
Sytotoksinen Soluille myrkyllinen 
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1 JOHDANTO 
 
Kroonisiin tulehduksellisiin suolistosairauksiin (inflammatory bowel disease, IBD) kuu-
luvat Crohnin tauti, Colitis ulcerosa eli haavainen koliitti sekä mikroskooppinen koliitti. 
Kalprotektiinin määrityksellä krooniset tulehdukselliset suolistosairaudet erotetaan är-
tyvän suolen oireyhtymästä eli IBS:stä (irritable bowel syndrome). Kalprotektiini on 
proteiini, jota vapautuu erityisesti neutrofiilisistä valkosoluista. Kroonisissa tulehduksel-
lisissa suolistosairauksissa ulosteen kalprotektiini pitoisuudet ovat suuria. Tämän on 
ajateltu johtuvan neutrofiilien pääsystä vaurioituneen limakalvon läpi suoleen. Kun taas 
ärtyvän suolen oireyhtymässä näin ei pääse tapahtumaan, koska suolen limakalvo on 
normaali.  Kalprotektiinimäärä nousee myös kaikissa neutrofiilisissä tulehdustiloissa. 
(Sipponen 2006, 27; Sipponen ja Kolho 2011, 2631–2633.)  
 
Ulosteen kalprotektiinimääritys on tärkeä suolistotulehduksen mittari, tulehduksen ak-
tiivisuuden osoittaja sekä hyödyllinen tulehduksellisen suolistosairauden hoidon seu-
rannassa. Kalprotektiinin pitoisuudesta ulosteessa nähdään myös kroonisen suolistosai-
rauden paheneminen. Taudin pahenemisen ennustamisessa kalprotektiini on paras Coli-
tis ulcerosassa tai Crohnin taudin koliitissa, ei niinkään Crohnin taudissa, joka rajoittuu 
ohutsuoleen. Käytännössä siis myös oireettomien potilaiden kohdalla lääketehostusta 
tulisi miettiä, mikäli kalprotektiinipitoisuus on voimakkaasti suurentunut eli yli 
1000µg/g ulostetta ja pystytään sulkemaan pois infektio.  (Sipponen 2006, 27; Sipponen 
ja Kolho 2011, 2631–2633, 2636.) 
 
Opinnäytetyömme aihe on kalprotektiini.  Aiheen rajasimme koskemaan kalprotek-
tiinipitoisuuksia ulosteessa, tulehduksellisia suolistosairauksia sekä kalprotektiinimääri-
tystä EliA-menetelmällä. Aiheeseen kuului ulostenäytteen esikäsittely, esikäsittelyme-
netelmien vertailu ja esikäsitellyn näyteseoksen säilyvyys eri lämpötiloissa. Aiheen 
opinnäytetyöllemme saatiin Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian vastuualueen 
osastonylilääkäri Anna-Maija Haapalalta.  
 
Työn tavoitteena on tuottaa tietoa, jota apuna käyttäen ulosteen kalprotektiinitutkimus 
(F-Calpro) voidaan ottaa määritettäväksi Fimlab Laboratoriot Oy:ssä ja luopua alihan-
kinnasta. Tällä hetkellä alihankinta suoritetaan Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopii-
rin laboratoriosta (HUSLAB). Tarkoituksena on koestaa ulosteen esikäsittelyn toimi-
vuus kalprotektiinimäärityksissä vertaamalla kahta menetelmää EliA Stool Extraction 
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Kit ja Faecal Sample Preparation Kit by Roche Diagnostics. Työssä selvitetään, kumpi 
esikäsittelymenetelmistä soveltuu paremmin käytännön työhön ja kuinka esikäsitelty 
näyteseos säilyy huoneenlämmössä, jääkaappilämpötilassa sekä pakastettuna. Koestuk-
sen kautta saatuja tuloksia verrataan alihankinnan kautta saatuihin tuloksiin.  
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2 TULEHDUKSELLISET SUOLISTOSAIRAUDET 
 
 
2.1 Tulehduksellisten suolistosairauksien määritelmä ja epidemiologia 
 
Kroonisiin tulehduksellisiin suolistosairauksiin kuuluvat haavainen paksusuolitulehdus 
eli ulseratiivinen koliitti, Crohnin tauti ja mikroskooppiset koliitit käsittäen kolla-
geenikoliitin sekä lymfosytäärisen koliitin. Crohnin tauti ja haavainen koliitti ovat niistä 
merkittävimmät. Suomessa haavaista koliittia esiintyy 2,5–3 kertaa enemmän kuin 
Crohnin tautia. Crohnin taudissa ei esiintyvyydessä ole eroa miesten ja naisten välillä, 
sen sijaan miehillä todetaan useammin haavainen paksusuolitulehdus, varsinkin yli 35- 
vuotiailla. Tutkimusten mukaan Crohnin taudin lisääntyminen on yleisempää kuin haa-
vaisen koliitin. Suomessa kuitenkin haavaiset koliittitapaukset ovat lisääntyneet ja 
Crohnin tauti tapausten määrä on puolestaan tasaantunut. Suomessa on noin 32 000 
kroonista tulehduksellista suolistosairautta sairastavaa potilasta. Tulehduksellisille suo-
listosairauksille on tyypillistä, että ne ovat kroonisia sekä uusiutuvia ja niiden syntyme-
kanismia ei tunneta. (Sands 2006, 2459; Sipponen & Färkkilä 2013, 472–473.) Suolisto-
sairauksien sijainnin käsittämisen helpottamiseksi suoliston rakennetta havainnolliste-
taan kuvassa 1. 
 
 
KUVA 1. Suoliston rakennetta ( Tortora & Reynolds Grabowski 2004, 478, muokattu) 
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2.2 Tulehduksellisten suolistosairauksien etiologia ja patogeneesi 
 
Kroonisen tulehduksellisen suolistosairauden syntyyn geneettisesti alttiilla henkilöllä 
vaikuttavat suolistobakteerit sekä ympäristö- ja ravintotekijät. Ympäristötekijöinä mai-
nittakoon synnytystapa ja rintaruokinta sekä lääkkeet, tupakointi ja umpisuolen lisäke 
(Sands 2006, 2465). Geneettisesti määräytyviä limakalvon immuunijärjestelmän poik-
keavuuksia esiintyy taudin taustalla ja nämä poikkeavuudet aiheuttavat epänormaalin 
voimakkaan ja jatkuvan immuunivasteen suolen normaalia mikrobikasvustoa kohtaan. 
(Färkkilä 2013, 474.) 
 
Limakalvon lisääntynyt läpäisevyys bakteeriantigeeneille ja heikentynyt kyky eliminoi-
da bakteereja sekä defensiivierityksen ja autofagian vähentyneisyys aiheuttavat krooni-
sen T-soluaktivaation ja proinflammatoristen sytokiinien erityksen. Erittyvät sytokiinit 
ovat IL-12 (Interleukin, IL), IL-23, IL-6 ja TNF-alfa (Tumor Necrosis Factor, TNF) ja 
ne aiheuttavat vajaan apoptoosin sekä TH1/Th17-solujen jatkuvan muodostuksen sekä 
kudosvaurion. Tämän seurauksena suolen limakalvon läpäisevyys lisääntyy, samoin 
bakteeritranslokaatiot. (Färkkilä 2013, 474–476.) 
 
 
2.3 Haavainen koliitti eli Colitis Ulcerosa 
 
Haavainen koliitti esiintyy paksusuolen limakalvolla ja se alkaa useimmiten pe-
räsuolesta (Su & Lichtenstein  2006, 2499; Sipponen & Färkkilä 2013, 478). Tauti voi 
puhjeta minkä ikäisenä tahansa, mutta tautiin sairastuu useimmiten nuoruusiässä, 20–
30-vuotiaana tai 50–60 vuoden ikäisenä.  Taudille on tyypillistä relapsien eli pa-
henemisvaiheiden sekä spontaanisti tai lääkehoidolla indusoitujen remissioiden eli oi-
reettomien vaiheiden vuorottelu.   Anatomisen laajuuden perusteella tauti luokitellaan 
peräsuolitulehdukseksi, vasemman paksusuolen tulehdukseksi tai laaja-alaiseksi kolii-
tiksi. Potilaan hoito ja seuranta valitaan luokituksen perusteella. (Sipponen & Färkkilä 
2013, 478.) 
 
Taudin tyypillinen oire on ripuli ja yli 90 %:lla potilaista verta näkyy ulosteen joukossa.  
Laaja-alaisessa koliitissa oireina voivat olla myös äkillinen ja pakottava ulostamistarve, 
mukopurulentit eritteet eli limaismärkäinen erite, kramppimaiset, ulostamisella helpot-
tuvat vatsakivut sekä yöllinen ulostamistarve. Oireet peräsuoleen rajoittuvassa tuleh-
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duksessa ovat veriulosteiden lisäksi äkillinen ulostamistarve, ulosteinkontinenssi eli 
ulosteen pidätyskyvyttömyys sekä joskus ummetus. Koliittiin liittyy myös epämääräiset 
melko lievät vatsakivut, jotka paikantuvat usein vasemmalle alavatsalle. Kuume ja laih-
tuminen voivat olla vaikea-asteisen tulehduksen oireita.  Tyypillistä on, että oireet ovat 
usein kestäneet viikkoja, jopa kuukausia ennen taudin diagnosointia.  Lievät, ohi-
menevät oireet ovat voineet esiintyä jopa vuosia ennen diagnoosia. (Su & Lichtenstein 
2006, 2507; Sipponen & Färkkilä 2013, 478.) Pääasiassa taudin oirekuvaan perustuva 
vaikeusaste luokitellaan remissioon, lievään, keskivaikeaan ja vaikeaan koliittiin. Tau-
tiin voi liittyä myös liitännäissairauksia kuten nivelvaivoja tai -tulehdusta, kyhmyruusu 
tai silmäoireita, joita esiintyy vähintään 10 %:lla. Tauti voi kroonisuuden takia heiken-
tää elämänlaatua, mutta se ei vaikuta elinikään. (Sipponen & Färkkilä 2013, 478.) 
 
 
2.4 Crohnin tauti 
 
Crohnin tauti on krooninen sekä uusiutuva, ja se voi esiintyä koko ruuansulatuskana-
vassa, suusta peräaukkoon. Kuitenkin yleisimmin tauti sijoittuu distaaliseen ohutsuoleen 
ja proksimaaliseen paksusuoleen. Se ei esiinny pelkästään limakalvolla, vaan se voi 
ulottua myös suolen seinämän kaikkiin kerroksiin. Melkein puolella potilaista tauti 
esiintyy sekä ileumissa että koolonissa. Toisaalta yhdellä kolmasosalla tauti rajoittuu 
ensisijaisesti ohutsuolen terminaaliseen ileumiin ja joissakin tapauksissa myös je-
junumiin. On harvinaista, että tauti esiintyy pelkästään ruokatorvessa, vatsalaukussa tai 
pohjukaissuolessa, mutta sen sijaan distaalisen ohutsuolen ja koolonin esiintyvyyden 
yhteydessä tämä on tavallista. ( Sands 2006, 2467.)  Crohnin taudissa komplikaatioina 
voivat olla tulehduskanavat, jotka johtavat suolesta toiseen ja muihin elimiin aiheuttaen 
ahtaumia sekä märkäpaiseita. Ahtaumia ja tulehduskanavia voi esiintyä myös vähäoirei-
silla ja oireettomilla potilailla.  Tauti puhkeaa noin 15–30 -vuotiaana, joten taudin voi-
daan ajatella olevan pääasiassa nuorten aikuisten tauti. Tautia esiintyy kuitenkin kaiken 
ikäisillä. Sukupuolella ei ole taudin esiintyvyydessä todettu merkittävää vaikutusta.  
Tyypillistä taudille on, että sen pahenemisvaiheet ja oireettomat vaiheet vuorottelevat. 
Noin 70 %:lla Crohnin tautia sairastavista taudin kulku on ajoittain uusiutuva. Tauti 
paikantuu diagnoosihetkellä tiettyyn suolen osaan.  Anatominen paikka ei yleensä muu-
tu taudin edetessä, mutta taudin käyttäytyminen usein muuttuu.  Alkuvaiheessa tauti on 
tyypillisesti tulehduksellinen. (Sands 2006, 2459; Sipponen & Färkkilä 2013, 479.) 
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Oirekuva taudissa riippuu taudin sijainnista. Taudin oireita ovat vatsakipu, ripuli, kuu-
me, verenvuoto peräsuolesta, laihtuminen, tihentynyt ulostustarve, suolen tukosoireet, 
anaalialueen vaivat sekä lapsilla hidastunut kasvu (Sipponen 2011; Sands 2006, 2471). 
Crohnin taudin diagnosoimiseksi jatkotutkimukset ovat aiheellisia aina kun vatsakipu-
jen yhteyteen liittyy laihtumista, veriulosteita, kuumetta tai poikkeavat laboratoriolöy-
dökset. Vatsakivut paikantuvat yleensä vatsan oikeaan alaneljännekseen. (Sipponen & 
Färkkilä 2013, 480; Sands 2006, 2459, 2474.) 
 
 
2.5 Crohnin taudin ja haavaisen koliitin diagnostiikka 
 
Diagnoosi perustuu sekä haavaisessa koliitissa että Crohnin taudissa anamneesiin, tau-
din kliiniseen kuvaan, endoskopia- ja histologia löydöksiin sekä erityisesti Crohnin tau-
dissa myös kuvantamisella saatuihin löydöksiin. (Sipponen & Färkkilä 2013, 481.) 
 
Laboratoriolöydöksistä lievässä ja keskivaikeassa haavaisessa koliitissa verenkuva ja 
tulehdusarvot voivat olla normaalit. C-reaktiivisen proteiinin (CRP) tai laskon nousu 
viittaa taudin aktiivisuuteen sekä Crohnin taudissa että haavaisessa koliitissa, mutta kui-
tenkin nousun on todettu viittaavan paremmin Crohnin tautiin. Crohnin taudissa ja vai-
keassa tai laaja-alaisessa koliitissa on usein anemisoitumisen sekä trombo- ja leukosy-
toosin mahdollisuus. Suurentunutta ulosteen kalprotektiinipitoisuutta, joka voi olla sato-
ja jopa tuhansia µg/g ulostetta, voidaan yleensä pitää taudin aktiivisuuden osoittajana 
tulehduksellisissa suolistosairauksissa. (Sipponen & Färkkilä 2013, 481.) 
 
Perustutkimuksena tulehduksellisten suolistosairauksien diagnosointiin kuuluu ileoko-
lonoskopia ja biopsia. Endoskopian aikana usein havaitaan muutoksia, joita tulehduk-
selliset suolistosairaudet aiheuttavat. Ulseratiivisessa koliitissa limakalvo on usein sa-
mea, epätasainen, herkästi vuotava kosketuksesta johtuen sekä siinä voi esiintyä piste-
mäisiä vuotoja ja haavoja. Haavat ovat yleensä pinnallisia, mutta ne voivat myös olla 
syviä. Tavallisesti hoitamaton tulehdus on vaikein sigmassa ja peräsuolessa.  Otetuista 
koepaloista voidaan havaita haavaisessa paksusuolentulehduksessa limakalvon tulehdus, 
krypta-absesseja sekä harvoin syvälle limakalvoon ulottuvat haavaumat eli ulseraatiot. 
Toisinaan suolessa havaitaan limakalvolle syntyneitä pseudopolyyppeja, joiden koko 
vaihtelee parista millimetristä pariin senttimetriin. Pseudopolyypit ovat tavallisempia 
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haavaisessa koliitissa kuin Crohnin taudissa. ( Jokelainen 2006, 107; Färkkilä & Sippo-
nen 2013, 482.) 
 
Normaalit ja tulehtuneet alueet yleensä vuorottelevat Crohnin taudissa jolloin puhutaan 
segmentaalisuudesta.   Taudin endoskopiassa havaitaan yleensä limakalvon mukulaki-
visyyttä, punoittavuutta sekä aftoja. Syviä haavaumia, fisteliaukkoja ja suolta ahtautta-
via kaventumia esiintyy vaikeissa tautimuodoissa.  Paksusuolen lisäksi tavallisesti myös 
ohutsuolen loppupäässä esiintyy limakalvonmuutoksia. ( Jokelainen 2006, 107; Färkkilä 
& Sipponen 2013, 483.) 
 
Diagnostiikkaa varten otetaan koepaloja sekä paksusuolesta että ohutsuolen loppu-
osasta. Tulehdussoluinfiltraatti nähdään haavaisessa koliitissa, ja se muodostuu varsin-
kin neutrofiileista mutta myös lymfosyyteistä, plasmasoluista, eosinofiileistä, makrofa-
geista ja syöttösoluista.  Neutrofiilit aiheuttavat taudille tyypillisiä krypta-absesseja. 
Taudin ollessa inaktiivisessa muodossa, ei esiinny neutrofiilejä.  Kryptojen haaroittumi-
nen ja muutokset ovat tyypillisiä haavaiselle koliitille, mutta niitä voidaan havaita myös 
Crohnin taudissa.  Tulehdussoluinfiltraatti on usein paikallinen Crohnin taudissa.  Sy-
vemmälle suolen seinämään ulottuvaa tulehdusta tai granuloomia pystytään limakalvo-
näytteistä havaitsemaan harvoin.  Seinämän läpi ulottuva tulehdus leikkausnäytteistä, 
joissa on granuloomia, voidaan todeta noin 40–60%:lla Crohnin tauti potilaista. Lima-
kalvobiopsioissa granuloomia esiintyy vain 15–36%:lla. (Sipponen & Färkkilä 2013, 
484–485.) 
 
Taudin laajuuden arvioimiseksi Crohnin tautia sairastaville suositellaan gastroskopiaa, 
koska siitä on hyötyä diagnoosivaiheessa kun halutaan erottaa tauti välimuotoisesta ko-
liitista. Mikäli ei ole epäilyä ohutsuolen ahtaumasta, voidaan käyttää Crohnin taudin 
diagnostiikassa kapselikuvausta. Kuvantamistutkimuksia kuten kaikututkimuksia voi-
daan myös käyttää apuna Crohnin taudin diagnostiikassa, mutta hyöty on rajallinen. 
Lapsilla ohutsuolen loppuosan tulehdus voi kuitenkin näkyä kyseisen tutkimuksen avul-
la. Ohutsuolen magneettikuvaus soveltuu Crohnin diagnostiikassa varsinkin niille poti-
laille, joilla on obstruktioon viittaavia oireita. Magneettikuvauksen avulla pystytään 
tarkastelemaan ahtaumia, seinämän paksuuntumisia aktiivisista tulehdussegmenteistä ja 
suolen ulkoisia muutoksia.  (Sipponen & Färkkilä 2013, 485–486.) 
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2.6 Välimuotoinen koliitti ja mikroskooppiset koliitit 
 
Haavaisessa koliitiissa ja Crohnin taudissa on samoja piirteitä, niin endoskooppisessa 
kuin histologisessakin tutkimuksessa noin 10–15 %:lla potilaista diagnoosivaiheessa.  
Tällaisesta kooloniin rajoittuvasta tulehduksellisesta sairaudesta käytetään nimitystä      
” inflammatory bowel disease, type unclassified, IBDU”, josta suomeksi puhutaan ”vä-
limuotoisesta koliitista”.  Välimuotoisessa koliitissa on piirteitä kummastakin tulehduk-
sellisen suolistosairauden muodosta ja nimitys on synonyymi luokittelemattomalle, tu-
lehdukselliselle suolistosairaudelle. Sairauden toteamisessa tärkeää on infektiokoliitin 
poissulku. (Sipponen & Färkkilä 2013, 480–481.) 
 
Mikroskooppisella koliitilla tarkoitetaan kollageenikoliittia ja lymfosytääristä koliittia. 
Molemmissa taudin kliininen kuva on samankaltainen ja kolonoskopia makroskooppi-
sesti normaali, kuitenkin erona niiden välillä on erilainen histologinen tulehduslöydös. 
Tauti on yleinen keski-ikäisillä ja ikääntyneillä ja sitä tavataan useammin naisilla kuin 
miehillä.  Taudin aiheuttaja on tuntematon, mutta sen ajatellaan aiheutuvan, kun tulee 
poikkeava immuunivaste suolen sisällä oleville limakalvovaurioita aiheuttaville tekijöil-
le. Myös geneettisillä tekijöillä arvellaan olevan merkitystä. (Sipponen 2013, 523.) 
 
Kliiniseen kuvaan kollageeni- ja lymfosyyttisessä koliitissa tyypillistä on keski-ikäisellä 
naisella krooninen vesiripuli. Veriulosteet eivät kuitenkaan liity tauteihin, mutta niihin 
liittyy yöripulointia ja laihtumista sekä mahdollisesti vatsakipuja. On mahdollista, että 
oireet alkavat äkillisesti muistuttaen infektiokoliittia. Hankalaa ripulia ja korkeaa ulos-
tamistiheyttä, jopa kymmeniä kertoja vuorokaudessa, esiintyy mutta dehydraatiota 
esiintyy kuitenkin harvoin. (Sipponen 2013, 524.) Ulostamiskertoja voi olla vuorokau-
dessa viidestä kymmeneen kertaan (Jokelainen 2006, 110).   
 
Kollageenikoliittiin voi liittyä silmä- ja niveloireita. Ennen diagnoosia ovat oireet taval-
lisesti kestäneet yli vuoden. Taudinkululle on tyypillistä kroonisuus ja uusiutuminen. 
Usein potilailla, joilla on mikroskooppinen koliitti, todetaan autoimmuunisairauksia, 
yleisimmin muun muassa kilpirauhasen toiminnan häiriöitä ja diabetesta. Anamneesissa 
huomioidaan potilaan käyttämät lääkkeet ja mahdollisesti potilaalla olevat liitännäissai-
raudet. Infektiokoliitti täytyy myös sulkea pois. CRP ja lasko ovat yleensä normaalit ja 
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ulosteen kalprotektiini ei välttämättä ole koholla. Tämä johtuu siitä, että mikroskooppi-
sessa koliitissa tulehdusreaktio on lymfosyyttivaltainen. Kaikilta mikroskooppinen-
koliitti potilailta tulee sulkea pois keliakia. Kolonoskopia on diagnoosin perustana, siinä 
makroskooppinen kuva on normaali tai voidaan joskus havaita korkeintaan ve-
risuonikuvioituksen poikkeavuutta tai vähäistä punoitusta.  Tulehdusmuutokset ovat 
mahdollisesti läiskäisiä, joten koepaloja otetaan eri puolilta koolonia. (Jokelainen 2006, 
110; Sipponen 2013, 524.) 
 
Histologiset tutkimukset ovat kuitenkin diagnoosin perusta. Histologiassa todetaan kol-
lageenikoliitille ja lymfosyyttiselle koliitille tyypilliset piirteet, jotka ovat keskenään 
erilaiset. Lymfosyyttisessä koliitissa lamina propriassa on mononukleaarisoluvaltainen 
tulehdustila. Tätä tavataan myös kollageenikoliitissa, mutta se ei ole siinä niin voima-
kasta. Kollageenikoliitissa sen sijaan pintaepiteelin vaurioituminen on yleisempää.  Kol-
lageenikoliitissa epiteelin sisäisten lymfosyyttien määrä on kasvanut ja neutrofiilejä on 
harvoin. Kollageenikoliitille on tyypillistä epiteelin alaisen kollageenikerroksen pak-
suuntuminen, mutta ei kryptien ympärillä. Vaikka potilasta hoidetaan, voi paksuuntunut 
kollageeni kerros säilyä. Lymfosyyttisessä koliitissa kollageeni kerros ei paksuunnu niin 
voimakkaasti kuin kollageenikoliitissa. Pinnallinen laminapropria voi olla laajentunut 
kollageenikoliitissa.  Kollageenikoliitissa kryptien rakenne on usein hyvin säilynyt ja 
noin puolella potilaista on paikallinen neutrofiilinen infiltraatio kryptien epiteelissä. 
Tämä on yleisempää taudin varhaisessa vaiheessa. Mikäli neutrofiilejä on runsaasti, 
tulee bakteeritulehdus sulkea pois. Lymfosyyttisessä koliitissa intraepiteliaalisten lym-
fosyyttien määrä on suurempi kuin kollageenikoliitissa, jossa niitä ei aina tavata. Lym-
fosyyttikoliitissa kryptien rakenne on säilynyt. (Yamada ym. 2003, 2939–2940; Sippo-
nen 2013, 524–525.) 
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3 KALPROTEKTIINI  
 
 
3.1 Kalprotektiinin rakenne ja tehtävät 
 
Kalprotektiini on proteiini, jota vapautuu erityisesti neutrofiilisistä valkosoluista. Myös 
monosyytit ja aktivoituneet makrofagit tuottavat kalprotektiiniä, eivät kuitenkaan niin 
paljoa kuin neutrofiilit. Proteiini koostuu kahdesta raskaasta polypeptidiketjusta ja yh-
destä kevytketjusta. Kalprotektiini kuuluu S-100 proteiinien perheeseen ja sitä koodaa-
vat geenit sijaitsevat kromosomissa 1q21r. Proteiini sitoo itseensä kalsiumia sekä sink-
kiä ja sitä on yli puolet neutrofiilien proteiineista. Neutrofiilien aktivoituessa ja makro-
fagien endoteeliin tarttumisen aikana alkaa erittyä kalprotektiinia. Se on mitattavissa 
useista eri näytemuodoista: plasmasta, syljestä, nivelnesteestä, selkäydinnesteestä, virt-
sasta sekä ulosteesta. (Sipponen 2009, 33; Sipponen & Kolho 2011,2631.) 
 
Biologiset tehtävät ovat kalprotektiinin osalta vielä tuntemattomat, mutta sillä tiedetään 
olevan monia immunoregulatorisia eli immuunisäätelyn tehtäviä ja olevan antimikrobi-
nen proteiini sinkin sitomiskykynsä ansiosta ja se toimii myös apoptoosia lisäävissä 
tehtävissä ja immuunisäätelyn toiminnoissa. Sillä on myös sytotoksisia ja kasvua inhi-
boivia tehtäviä. Ulosteessa kalprotektiinipitoisuus on noin kuusikertainen verrattuna 
plasmaan. Tulehduksissa ja infektioissa plasman kalprotektiinipitoisuus voi jopa 40-
kertaistua. Suuret kalprotektiinipitoisuudet voivat aiheuttaa solu- ja kudostuhoa.  (Sip-
ponen & Kolho 2011, 2631; Sipponen 2009, 33.)  
 
 
3.2 Ulosteen kalprotektiinipitoisuus ja viitearvot 
 
Kalprotektiini on herkkä osoittamaan tulehduksia koko ruuansulatuskanavan alueella. 
Se ei kuitenkaan ole spesifinen tietylle suolistosairaudelle. Ulosteen kalprotektiini pitoi-
suus voi nousta missä tahansa suoliston tulehduksessa, jossa neutrofiilejä sekä mono-
syyttimakrofagilinjan soluja kerääntyy suolen limakalvolle ja pääsee limakalvon läpi 
suoleen.  Pitoisuuden ulosteessa uskotaan heijastavan hyvin tätä ilmiötä. (Sipponen 
2006, 27; Sipponen ja Kolho 2011, 2632.)  
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Kalprotektiinin pitoisuus voi nousta myös aivan muista syistä kuin suoliston tulehdus-
tiloissa. Tulehduskipulääkkeet voivat nostaa ulosteen kalprotektiinipitoisuuksia, koska 
ne voivat vaurioittaa suolen limakalvoa. Tästä syystä tulisi määritykseen tulevaa neuvoa 
välttämään tulehduskipulääkkeiden käyttöä 1–2 viikkoa ennen kalprotektiininäytteen 
ottamista. (Sipponen & Kolho 2011, 2632.) Myös steroideihin kuulumattomat tulehdus-
kipulääkkeet (Non-steroidal anti-inflammatory drug, NSAID) voivat vaurioittaa suolen 
limakalvoa ja näin ollen suurentaa ulosteen kalprotektiinipitoisuutta (Sipponen 2006, 
27; Smith & Gaya 2012, 6783). Keliakiassa ulosteen kalprotektiinipitoisuus ei välttä-
mättä suurene, sillä tulehdus on lymfosyyttivoittoinen. Näin ollen kalprotektiinin mää-
rittämisestä ei ole hyötyä epäiltäessä keliakiaa. Mikroskooppisessa koliitissa osalla saat-
taa jäädä kalprotektiinipitoisuus pieneksi huolimatta tulehduksesta. (Sipponen & Kolho 
2006, 2632.) 
 
Suurentuneita pitoisuuksia voi olla myös ruuansulatuskanavan infektioissa ja kolorek-
taalikasvainten kohdalla. Teoriassa on myös mahdollista, että voimakas ylähengitystie-
infektio nostaa kalprotektiinin pitoisuutta ulosteessa.  Tähän olisi syynä märkäisen ne-
nänielu-eritteen nieleminen ja näin päätyminen ruuansulatuskanavaan, kuitenkaan tästä 
ei ole tutkimus näyttöä. Merkittävä yli 100 millilitraa vuorokaudessa oleva suolisto-
vuoto voi nostaa ulosteen kalprotektiini arvoa. Iän myötä ulosteen kalprotektiinipitoi-
suus nousee ja pitoisuus korreloi lisäksi painoon. Pitoisuus on kääntäen verrannollinen 
liikuntaan sekä nautittujen kuidun ja vihannesten määrään. Pitoisuus voi nousta myös 
paksusuolensyövässä, mutta kalprotektiinimääritys ei kuitenkaan sovellu yhtä hyvin 
paksusuolensyövän seulontaan kuin ulosteen humaanihemoglobiinin määritys. (Sippo-
nen 2006, 27; Sipponen ja Kolho 2011, 2632.) 
 
Ulosteesta määritetty kalprotektiinipitoisuus on tällä hetkellä paras labora-
toriotutkimuksista tulehduksellisten suolistosairauksien diagnosointiin, aktiivisuuden 
arvioimiseen, hoidon seurantaan sekä relapsoitumisen ennustamiseen. (Sipponen & 
Kolho 2011, 2636.) Ulosteen kalprotektiinin on myös todettu olevan hyödyllinen merk-
kiaine osoittamaan limakalvon paranemista potilailla, jotka sairastavat Crohnin tautia tai 
haavaista koliittia.  Crohnin taudissa limakalvon paraneminen vähentää komplikaatioita 
sekä kortikosteroidihoidon tarvetta. Täydellisen limakalvon paranemisen saavuttami-
seksi parhaat lääkkeet ovat tuumorinekroositekijän vasta-aineet infliksamabi sekä ada-
limumabi. Tutkimuksessa on selvitetty, ennustaako ulosteen normaali kalprotektiinipi-
toisuus TNF-salpaaja induktiohoidon hyvää hoitovastetta ylläpitohoitoon. Tuloksen 
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mukaan normaali ulosteen kalprotektiinipitoisuus ennustaa hyvää vastetta. Tämä viittaa 
siihen, että ulosteen kalprotektiinin pitoisuusmääritystä voidaan käyttää hoitovasteen 
arvioinnissa terveydenhuoltoa kuormittavien tähystystutkimusten sijasta. (Molander ym. 
2012, 832.) 
 
Viitearvo ulosteen kalprotektiinipitoisuudelle on alle 100 µg/g ulostetta. Pitoisuuden 
ollessa 100–1000 µg/g ulostetta, kalprotektiinipitoisuus on lisääntynyt. Yli 1000 µg/g 
ulostetta pitoisuus on voimakkaasti suurentunut. (Fimlab Laboratoriot Oy 2012.) Pha-
dia
®
 250 antaa tuloksien yksikkönä mg/kg ulostetta, näin ollen koestuksen tuloksissa 
käytetään sitä. 
 
 
3.3 Muut tulehduksellisten suolistosairauksien mittarit 
 
Ulosteen kalprotektiiniarvot ovat vastaavia kuin 111-indiumilla leimattujen valkosolu-
jen eritys ulosteeseen. Kultaisena standardina suoliston tulehduksen mittauksessa on 
pidetty 111-indiumilla leimattujen valkosolujen määritystä. (Røseth, Aadland & Grzyb 
2004, 1017; Sipponen 2009, 32; Sipponen & Kolho 2011, 2633; Smith & Gaya 2012, 
6783.) Sipponen (2009) erottelee, että käytettävät valkosolut ovat granulosyyttejä (Sip-
ponen 2009, 32). Tekniikka sisältää myös vatsan gammakuvauksen ja kolme päivää 
kestävän ulosteen 111-indium leimattujen granolysyyttien keräyksen (Smith & Gaya 
2012, 6783). Ulosteen 111-indium granulosyyttien keräys kestää 4 päivää (Sipponen 
2009,32). 
 
Huono puoli 111-indium valkosolujen käytössä on säteilylle altistuminen, määrityksen 
hinta, erikoisleimausmenetelmän tarve sekä ulosteen keräys kolmelta päivältä. Granulo-
syyttien, jotka on leimattu 111-indium:lla, keräys on spesifinen, kvantitatiivinen ja 
herkkä määritys suolen tulehdukselle. (Sipponen 2009, 32; Sipponen & Kolho 2011, 
2633; Smith & Gaya 2012, 6783.) Kalprotektiiniarvot korreloivat myös radioleimattujen 
valkosolujen kuvaukseen, joka on toinen suoliston tulehduksen mittari Crohnin tautia 
sairastavilla (Smith & Gaya 2012, 6783). 
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3.4 Uloste kalprotektiininäytteenä 
 
Normaalisti ulostetta erittyy sadasta kahteensataan grammaan päivässä. Uloste koostuu 
sulamattomasta ruoasta.  Siihen kuuluu myös sappineste, lima, epiteelisolut, bakteerit ja 
muut epäorgaaniset suolat sekä vesi. Ulosteen koostumus vaihtelee vetisestä suureen 
massaan. Tavallisesti ruoka kulkee ensin vatsaan, sieltä pohjukaissuoleen ja lopulta suo-
listoon.  Suolistossa tapahtuu ravintoaineiden ja elektrolyyttien absorptio.  Nestemäinen 
uloste kulkeutuu kooloniin, jossa suuri osa vedestä absorboituu. Ulosteesta voidaan ar-
vioida suolen kuntoa ja toimintaa. Vaikka ulostetta on epämiellyttävä käsitellä ja tutkia 
näytteenä, niin määritettävien tuloksien avulla saadaan korvaamatonta tietoa suolistosai-
raiden potilaiden hoitoon. Ulosteen normaali haju johtuu suolen bakteeriflooran meta-
boliasta. Mikäli normaalifloora häiriintyy tai normaaliflooralle tarjolla oleva ruoka 
muuttuu merkittävästi, se voidaan huomata ulosteen hajusta.   (Brunzel 2004, 282, 286–
287; Pagana & Pagana 2006, 898.) 
 
Sulamattomia ainesosia kuten siementen kuoria, vihannesten kuoria tai heisimadon ja-
okkeita suolistoparasiiteista voidaan myös löytää ulosteesta. Limaa ei ole normaalisti 
ulosteessa, mutta mikäli sitä on, voi sen määrä vaihdella. Limaa esiintyy ulosteessa hy-
vänlaatuisissa sairauksissa, kuten useissa ruuansulatuskanavan taudeissa. (Brunzel 
2004, 287.)    
 
Kalprotektiinin määritys on mahdollista tehdä yhden gramman ulostenäytteestä ja ulos-
teen koostumus ei vaikuta tulokseen merkittävästi. Pienen määrän (alle 5 g) ulostetta on 
todettu olevan yhtä luotettava kalprotektiinipitoisuuden mittaamiseen kuin 24 tunnin 
keräysnäytteen.  Suositeltavin näyte kalprotektiinimääritykseen on aamun ensimmäinen 
ulostenäyte. Kalprotektiini kestää hajoamista ja säilyy stabiilina jopa viikon ajan uloste-
näytteessä, tästä johtuen näytteet voidaan postittaa laboratorioon. Määritykset postite-
tuista näytteistä voidaan vielä tehdä kvantitatiivisella ELISA-testillä. Kalprotektiini on 
määritettävissä jo lapsenpihkasta eli sikiön suolen sisällöstä. Ensimmäisen elinvuoden 
aikana kalprotektiinipitoisuus voi olla normaalisti jopa kymmenenkertaa aikuisten pitoi-
suuksia suurempi. Aikuisten viitearvot soveltuvat lapsille yhdestä vuodesta eteenpäin.  
(Sipponen & Kolho 2011, 2631–2632; Smith & Gaya 2012, 6783.)  
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4 KALPROTEKTIININÄYTTEIDEN ESIKÄSITTELYMENETELMÄT 
 
 
Preanalytiikka tarkoittaa laboratorioprosessin alkuvaihetta, joka kohdistuu potilaaseen 
tai näytteeseen ennen näytteen analysointia. Näytteen kohdalla tämä tarkoittaa sitä, että 
usein näytteen analysointi edellyttää tietynlaisen toimenpiteen jotta analyysin vaatima 
muoto on saavutettu. Preanalytiikalla on tärkeä osa analyysin lopputuloksen luotetta-
vuudessa. (Valtonen, P 2010, tiivistelmä; Tuokko, Rautajoki  Lehto 2008, 11.) 
 
Kalprotektiininäytteet esikäsitellään koestuksessa kahdella eri tavalla. Toinen menetel-
mä on EliA Stool Extraction Kit ja toinen Faecal Sample Preparation Kit by Roche 
Diagnostics. EliA Stool Extraction Kit:n esikäsittely putket sisältävät 750 µl EliA Calp-
rotectin Extraction uuttopuskuria.  
 
Aluksi poistetaan korkki kääntämällä ylempää vaaleansinistä osaa korkista ja vedetään 
näytteenottotikku ulos. Näytteenottotikku laitetaan ulosteeseen siten, että kaikki 4 lovea 
täyttyvät ulosteella. Näytteenottotikku asetetaan varovaisesti takaisin esikäsittelyput-
keen, silloin ylimääräinen uloste lähtee pois ja vain tietty määrä lovissa olevaa ulostetta 
menee puskuriin. Korkki lukitaan kääntämällä ja homogenisoidaan näyte sekoittamalla 
vortex-sekoittajalla, jonka jälkeen inkuboidaan näyteseosta 10 minuuttia. Sekoittamisen 
jälkeen täytyy olla varma, ettei ulostetta jää tikun loviin. Mikäli uloste on kovaa, voi 
näytteen laittaa putkeen 10 minuuttia ennen sekoittamista vortex-sekoittajalla, tämä voi 
auttaa ulosteen irtoamista lovista. Korkki poistetaan kokonaan kääntäen tummansinistä 
korkkia vasemmalle.  Koko korkki hävitetään näytteenottotikkuineen. Koko homoge-
naatti kaadetaan Eppendorf-putkeen ja sentrifugoidaan 5 minuuttia 3000 G:n voimalla. 
Lopuksi kaadetaan supernatantti uuteen putkeen, jota käytetään määritykseen. Mikäli 
määritystä ei voida tehdä heti, tulee se pakastaa -20ºC, jossa se säilyy enintään 3 kuu-
kautta. (Phadia
®
 250 EliA
TM 
Calprotectin 2012, 2–3.) Kuvassa 2 sivulla 21 havainnollis-
tetaan esikäsittelyä EliA Stool Extraction Kit:llä.  
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KUVA 2. a) näytteen annostelu tikkuun b) ylimääräisen ulosteen poisto (Tiensuu 2012)
   
Faecal Sample Preparation Kit by Roche Diagnostics, on tarkoitettu ulosteen esikä-
sittelyyn. Esikäsittelyvälineisiin kuuluu kuppi ja vieteriputki. Esikäsittely aloitetaan 
punnitsemalla tyhjä esikäsittelyväline eli kuppi tässä tapauksessa. Sitten siirretään noin 
100 mg homogeenistä ulostetta kuppiin ja punnitaan määrä. Kuppi liitetään vieteriput-
keen ja lisätään painoon nähden 50-kertainen määrä EliA Calprotectin Buffer- puskuria. 
Suljetaan putki tiiviisti ja homogenisoidaan näyte käyttäen vortex -sekoittajaa ja sitten 
inkuboidaan 10 minuuttia. 1–2 millilitraa homogeenisesta seoksesta siirretään Eppen-
dorfputkeen ja sentrifugoidaan 5 minuuttia 3000G voimalla. Supernatantti siirretään 
puhtaaseen putkeen. Tässä vaiheessa näyte on valmis tuorenäytteeksi määritykseen. 
Säilytys myöhempään käyttöön kuten EliA Stool Extraction Kit:n kohdalla. (Phadia
®
 
250 EliA
TM
 Calprotectin 2012, 3.) Kuvassa 3 havainnollistetaan näytteen siirtämistä 
kuppiin.  
  
 
KUVA 3. Näytteen siirtäminen kuppiin (Tiensuu 2012) 
a) b) 
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5 ENTSYYMI-IMMUNOLOGINEN KAKSOISVASTA-AINEMENETELMÄ 
 
 
5.1 Entsyymileimat 
 
Entsyymit ovat luonnollisia molekyylejä, jotka katalysoivat tiettyjä biokemiallisia reak-
tioita. Niille on aina tietty substraatti, jonka kanssa ne reagoivat. Leimoina toimiessaan 
ne tuottavat hajoamistuotteita, jotka voivat olla kromogeenisiä, fluorogeenisiä tai lu-
minoivia. Käytännössä entsyymileimatut vasta-aineet tai antigeenit reagoivat ligandien 
kanssa ja sitten vasta lisätään entsyymien substraatit.  Immunologisen menetelmän lei-
moina entsyymit ovat halpoja, helposti käytettävissä, pitkäikäisiä ja aiheuttavat muutok-
sia, jotka ovat mitattavissa halvoilla laitteilla.  Lisäksi entsyymejä leimoina käyttävät 
immunologiset menetelmät ovat helposti automatisoitavissa. Korkean sensitiivisyyden 
saamiseen riittää pieni määrä reagenssia, sillä yksi entsyymimolekyyli voi tuottaa useita 
tuotemolekyylejä. Entsyymileimoja voidaan käyttää sekä kvantitatiiviseen että kvalita-
tiiviseen tutkimukseen. Kvantitatiivisissa menetelmissä saadaan selville antigeenin tai 
vasta-aineen konsentraatio ja kvalitatiivisissa analyytin olemassaolo. Entsyymi-
immunologiset menetelmät jaetaan hetero- ja homogeenisiin menetelmiin sen mukaan 
millaisia erotteluvaiheita tarvitaan. (Burtis, Ashwood & Bruns 2006, 234; Stevens 2010, 
155.) 
 
Entsyymileimat valitaan yleensä sen mukaan, kuinka monta substraattia muunnetaan 
entsyymimolekyyliä kohtaan. Valinta suoritetaan myös mittauksen nopeuden ja vaivat-
tomuuden ja entsyymin pysyvyyden mukaan. Tyypillisimmät entsyymileimat, joita käy-
tetään kolorimetrisissa menetelmissä, ovat piparjuuriperoksidaasi, glukoosi-6-fosfaatti 
dehydrogenaasi, alkaalinen fosfataasi ja β-D-galaktosidaasi. Yleisimmin käytetään kui-
tenkin alkaalista fosfataasia ja piparjuuriperoksidaasia. Niitä käytetään useimmin, koska 
niiden kyky muuntaa substraattia on paras, ne ovat hyvin sensitiivisiä ja niiden reaktiot 
on helppo mitata. (Burtis, Ashwood & Bruns 2006, 234; Stevens 2010, 155.) 
 
Fluorometrisillä entsyymi-immunologisilla menetelmillä on mahdollisuus saavuttaa 
laajemmat sensitiivisyydet kuin kolorimetrisillä menetelmillä käyttäen samoja entsyy-
mejä. Fluorometrisiä immunologisia menetelmiä on kahdenlaisia: fluorokromileimaa 
suoraan käyttäviä ja substraattia käyttäviä. Yleisin substraatti fluorometrisessä entsyy-
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mi-immunologisessa menetelmässä on 4-metyyli-umbelliferyyli-fosfaatti (4-MUP), al-
kaalisen fosfataasin ollessa leimana. (Kricka & Wild 2005, 196–197.)  
 
 
5.2 Kaksoisvasta-ainemenetelmä 
 
Kaksoisvasta-ainemenetelmä kuuluu heterogeenisiin entsyymi-immunologisiin mene-
telmiin. Kaksoisvasta-ainemenetelmissä vasta-aine on sidottu kiinteään faasiin. Anti-
geenilla täytyy olla näissä menetelmissä useampi epitooppi eli vasta-aineen sitoutumis-
kohta. Kiinteässä faasissa on ylimäärä vasta-ainetta, joka sitoo näytteessä mahdollisesti 
olevaa antigeeniä. Inkubaation ja pesun jälkeen lisätään entsyymileimattua vasta-ainetta, 
joka tunnistaa eri epitoopin kuin kiinnitetty vasta-aine. Tämän jälkeen suoritetaan toinen 
pesu ja lisätään entsyymin substraattia.  Entsyymi aktiivisuus on suoraan verrannollinen 
antigeenin määrään näytteessä.  (Stevens 2010, 156.) 
 
Kaksoisvasta-ainemenetelmät sopivat parhaiten antigeeneille, joilla on useita deter-
minantteja, kuten vasta-aineita, polypeptidi hormoneita, kasvainmerkkiaineita ja mikro-
organismeja ja erityisesti viruksia. Käytettäessä mikro-organismien tutkimiseen täytyy 
epitoopin olla ainutlaatuinen testattavalle organismille ja sen täytyy olla edustettuna 
kaikissa kyseisen organismin lajeissa. Toinen tärkeä kaksoisvasta-ainemenetelmän käyt-
töaihe on immunoglobuliinien määrittäminen. Immunoglubuliineja määritettäessä spesi-
finen immunoglobuliiniluokka toimii oikeasti antigeenina ja antihumaaniglobuliinia 
käytetään vasta-aineena. (Stevens 2010, 157.) 
 
 
5.3  Määritys Phadia® 250 analysaattorilla ja EliA-menetelmän periaate 
 
Koestuksessa kalprotektiinimääritys suoritetaan Phadia 250 analysaattorilla käyttäen 
Phadia 250 EliA
TM
 Calprotectin reagenssipakettia. Menetelmä on fluoroentsyymi-
immunoanalyysi. EliA kalprotektiini kaivoihin on kiinnitetty monoklonaalisia vasta-
aineita kalprotektiinia vastaan. Mikäli näytteessä on kalprotektiinia, sitoutuu se vasta-
aineisiin. Pesun, joka poistaa sitoutumattoman kalprotektiini, jälkeen lisätään EliA 
Calprotectin Conjugate-reagenssi, jossa on entsyymileimattuja vasta-aineita kalprotek-
tiinia vastaan. Vasta-aine on hiiressä tuotettua monoklonaalista β-galaktosidaasi anti-
kalprotektiini vasta-ainetta. Lisäksi reagenssissa on PBS:ää (Phosphate buffered saline), 
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jossa on BSA:ta (Bowine serum albumin). Lisäyksen jälkeen muodostuu kalprotektiini-
konjugaatti-kompleksi. Pesun jälkeen lisätään Development Solution (4-metyyli-
umbelliferyyli-β-D-galaktosidi) ja inkuboidaan. Reaktion pysäyttämisen jälkeen mita-
taan fluoresenssi, jonka suuruus on verrannollinen näytteen kalprotektiinipitoisuuteen. 
Tuloksen arvioimiseksi verrataan potilasnäytteen antamaa vastetta suoraan kalibraatto-
reiden vasteisiin. (Phadia® 250 EliA
TM
 Calprotectin 2012, 1.) Ulosteen kalprotektiini 
määritetään näin ollen kaksoisvasta-ainemenetelmällä.  
 
EliA Calprotectin testissä käytettävä menetelmä on fluoresenssi enstyymi-
immunologinen. Se on suunniteltu kaksoisvasta-ainemenetelmäksi. Kaivot on päällys-
tetty monoklonaalisilla kalprotektiini-vasta-aineilla, jotka sitovat ulostenäytteen kalpro-
tektiinin. Myöhemmässä reaktiovaiheessa entsyymi-konjugoitu sekundaari vasta-aine 
sitoutuu ulostenäytteen kalprotektiiniin, joka on sitoutunut vasta-aineeseen. Entsyymi 
muuttaa lisätyn substraatin fluoresoivaksi tuotteeksi. (Thermo Fisher Scientific Inc. 
2011a; Thermofisher Scientific Inc. 2011b.)  
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6 AIKAISEMMAT TUTKIMUKSET 
 
 
6.1 Ulosteen kalprotektiinia osoittavien vieritestien vertailu 
 
Tarvainen ja Tervo vertailivat opinnäytetyössään Keski-Suomen sairaanhoitopiirin kun-
tayhtymän laboratorioliikelaitokselle (KESLAB) kolmea ulosteen kalprotektiinia osoit-
tavaa vieritestiä HUSLAB:n polyklonaaliseen ELISA-referenssimenetelmään. Vertail-
tavat testit olivat Bühlmann Quantum Blue-, Orion Certest- ja PreventID CalDetect. 
Tutkimuksessa saatujen tulosten lisäksi työssä vertailtiin testien käyttöominaisuuksia, 
tulosten tulkintaa sekä työssä kuluvaa aikaa. 
 
Tutkimuksen tuloksista tekijät totesivat, että kaikkien vieritestien tulokset vastasivat 
hyvin ELISA-menetelmällä saatuja tuloksia ja, että kaikki vieritestit ovat mahdollisia 
ottaa Keski-Suomen sairaanhoitopiirin käyttöön. Orionin Certest ja PreventIDCalDetect 
olivat molemmat yksinkertaisia suorittaa sekä helppolukuisia. Tutkimuksen suorituk-
seen kulunut aika oli molemmissa noin 12 minuuttia. Bühlmann Quantum Blue- vieri-
testi sen sijaan sisälsi monia eri tarkkuutta vaativia työvaiheita sekä laajaa välineistöä 
tutkimuksen suorittamiseen. Lisäksi aikaa testin suorittamiseen kului noin 30 minuuttia. 
Näin ollen opinnäytetyön tekijät totesivat, että vaativuudeltaan Bühlmann Quantum 
Blue-testi soveltuu paremmin laboratoriossa tehtäväksi ja Orionin Certest ja PreventID-
CalDetect puolestaan hoitoyksikön tehtäväksi yksinkertaisuutensa vuoksi. (Tarvainen & 
Tervo 2013, 2,30.) 
 
 
6.2 Ulosteen kalprotektiinin säilyvyyden- ja homogeenisuuden tutkimista 
 
Erling ja Hakuli tutkivat opinnäytetyössään ulosteen kalprotektiinin säilyvyyttä eri läm-
pötiloissa, analyysin inkubaatioaikoja sekä ulostenäytteen homogeenisuutta kalprotek-
tiinin suhteen.  Tutkimus suoritettiin Naistenklinikan laboratoriossa keväällä 2010. Säi-
lyvyystutkimuksessa jokainen näyte 12 potilasnäytteestä jaettiin +20°C, +4°C ja -20°C 
lämpötiloihin yhdeksi, kolmeksi ja seitsemäksi vuorokaudeksi.  Säilytyksen jälkeen 
suoritettiin esikäsittely, jonka jälkeen kalprotektiinipitoisuudet mitattiin. Tuloksia ver-
tailemalla tekijät totesivat kalprotektiinin säilyvän ulostenäytteessä parhaiten -20°C:ssa. 
Kalprotektiinipitoisuuden laskun he totesivat tilastollisesti merkitseväksi +20°C:ssa 
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säilytettyjen näytteiden kohdalla, vertaillessaan ensimmäisen ja seitsemännen säilytys-
vuorokauden tuloksia. Kuitenkin kalprotektiininäytteet voidaan säilyttää 1–3 vuorokaut-
ta kaikissa edellä mainituissa lämpötiloissa ilman, että merkittävää pitoisuuden laskua 
tai nousua tapahtuisi. Tutkimuksessa tekijöiden mukaan paras säilytyslämpötila yli seit-
semän päivän säilytyksessä on -20°C, jotta ulostenäytteen kalprotektiinipitoisuus pysyi-
si mahdollisimman samana kuin tuorenäytteessä. (Hakuli & Erling 2010, tiivistelmä, 20, 
30.) 
 
Kalprotektiinipitoisuus mitattiin käyttämällä ELISA-menetelmää, joka sisältää kolme 
inkubaatiota (45min, 45min ja 25min). Työn tavoitteena oli tutkia onko mahdollista 
analyysiaikaa lyhentää tai menetelmää herkistää sen hetkisestä, muuntamalla kahta en-
simmäistä inkubaatioaikaa. Tuloksista selvisi, että ensimmäisen inkubaatioajan pystyy 
lyhentämään ja toista inkubaatiota pidentämällä saadaan menetelmää herkistettyä. Työn 
homogeenisuustutkimuksen tarkoituksena oli mitata kalprotektiinipitoisuutta ulostenäyt-
teen eri kohdista. Tutkimuksessa valittiin määritettäväksi näytteeksi mahdollisimman 
heterogeenistä ulostetta sekä kohtia, joissa on sulamatonta ulostetta. Laboratorion ru-
tiinityöskentelyssä ennen tutkimustuloksia on pyritty välttämään muita kuin homo-
geenista ulostetta sisältäviä kohtia. Homogeenisuustutkimuksen perusteella näytteenot-
tokohta vaikuttaa kalprotektiinipitoisuuteen ja tämän johdosta tulevaisuudessakin tulisi 
valita näytekohdaksi mahdollisimman homogeenista ulostetta. (Hakuli & Erling 2010, 
tiivistelmä, 33.)    
 
 
6.3 Muita tutkimuksia 
 
Kalprotektiinista on tehty myös kaksi muuta opinnäytetyötä. Knaapi ja Lax tekivät poti-
lasohjeen IBD-potilaille, Laurea-ammattikorkeakoulusta vuonna 2012. Potilasohjeen 
tavoitteena heillä oli kertoa lyhyesti, mutta kattavasti sairauteen liittyvistä tekijöistä 
IBD-potilaille. Työ tehtiin Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin (HUS) gastroen-
terologiselle poliklinikalle. (Knaapi & Lax 2012, tiivistelmä.) 
 
Elorannan ja Lehdon opinnäytetyön tarkoituksena oli validoida ulosteen kalprotektiinin 
määritys RIDASCREEN® Calprotectin -testillä Bio-Radin Evolis Twin Plus System -
laitetta käyttäen.  Eloranta ja Lehto tekivät työn Metropolia ammattikorkeakoulusta 
vuonna 2010, VITA Terveyspalvelut Oy VITA Laboratorion käyttöön.  Opinnäytetyön 
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tekijät tutkivat työsään menetelmän oikeellisuutta, uusittavuutta, lineaarisuutta sekä 
esikäsittelyn vaikutusta tuloksiin. Työn tulosten perusteella esikäsittelyssä oleva punni-
tus vaikuttaa saataviin kalprotektiinipitoisuuksiin. Tämän johdosta esikättelyvaiheen 
virhemahdollisuuksien minimointiin tulisi kiinnittää huomiota. (Eloranta & Lehto 2010, 
tiivistelmä, 27.) 
 
Biomed Central Gastroenterolog- lehdessä vuonna 2012 ilmestyi Manzin (ym.) tutki-
musartikkeli Value on fecal calprotectin in the evaluation of patients with abdominal 
discorfort; an observational study.  Tutkimuksen tavoite oli tutkia ulosteen kalprotektii-
nia biologisena markkerina suoliston elimellisten sairauksien diagnostiikassa.  Havain-
nointitutkimukseen ilmoittautui 575 potilasta, jotka oli lähetetty endoskopiaan Baselin 
yliopistolliseen sairaalaan Sveitsissä. Kalprotektiinimääritys tehtiin ELISA-
menetelmällä enintään 24 tuntia ennen tutkimusta otetusta näytteestä. Kliinisesti merki-
tyksellisen löydöksen löytyminen maha-suolikanavasta oli ensimmäinen välivaihe tut-
kimukselle. Lopulliset diagnoosit tehtiin gastroenterologien tietämättä kalprotektiinipi-
toisuuksia. Tuloksien mukaan mediaani kalprotektiinipitoisuudet olivat korkeampia 
potilailla, joilla oli merkityksellisiä löydöksiä. Käytettäessä 50 µg/g raja-arvona saadaan 
sensitiivisyydeksi 73% ja spesifisyydeksi 93% hyvillä positiivisilla ja negatiivisilla to-
dennäköisyysosamäärillä.  Ulosteen kalprotektiinimääritys on hyödyllinen diagnostinen 
parametri sekä ylemmän suoliston että koolonin alueen löydöksille.  Tutkimus osoittaa, 
että ulosteen kalprotektiinipitoisuudet kohoavat potilailla, joilla on elimellinen maha-
suolikanavan sairaus. Tutkimus myös vahvisti aikaisemmissa tutkimuksissa osoitetun 
ulosteen kalprotektiinin hyvän kyvyn osoittaa koolonin limakalvon leesiot.  (Manz ym. 
2012, 1–2, 8.) 
 
Jönköpingin lääninsairaalaan kemianlaboratorioon tehtiin tutkimus: Utvärdering av en 
ny metod för analys av kalprotektin i feces på Phadia 250. Tutkimuksessa arvioitiin uut-
ta automatisoitua EliA-menetelmää ulosteen kalprotektiinin määritykseen Phadia 250- 
laitteella. Menetelmää verrattiin vanhaan puoliautomatisoituun (BEP 2000, Siemens) 
ELISA-menetelmään. Molemmat menetelmät vaativat ulosteen manuaalisen punnituk-
sen sisältävän esikäsittelyn (Roche Diagnostics). Arvioinnin lisäksi tutkimuksessa selvi-
tettiin voidaanko punnituksesta luopua ja samaa esikäsittelypuskuria käyttää molemmil-
le menetelmille.  Ulostenäytteitä analysoitiin 198 sekä EliA- että ELISA-reagensseilla 
valmistajien ohjeiden mukaan.  Kolme näytettä esikäsiteltiin ELISA-puskurilla ja EliA-
puskurilla. EliA:lla uutetut näytteet analysoitiin EliA-menetelmällä ja ELISA:lla uutetut 
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määritettiin sekä EliA- että ELISA-menetelmällä. Korrelaatio Passing-Bablok:ia käyttä-
en osoitettiin EliA:n ja ELISA:n välillä positiivinen yhteys.  Kalprotektiinipitoisuus oli 
85%:sti sama menetelmiä verrattaessa. Punnituksesta luopumista tutkittiin punnitsemal-
la 15 ulostenäytettä. Punnituksen tulos vaihteli enintään 5 prosenttia, painon ollessa 82–
89 grammaa. Tämä puhuu punnituksesta luopumisen puolesta. Tutkimuksessa todettiin, 
ettei ELISA-puskuri sovellu määritettäväksi EliA-mentelmällä. (Zafirova, Linnarsson, 
Thuden & Zelvyte 2012.) 
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7 TAVOITE, TARKOITUS JA KYSYMYKSET 
 
 
Opinnäytetyömme tavoitteena on tuottaa esikäsittelyn toimivuudesta tietoa, jota apuna 
käyttäen ulosteen kalprotektiinitutkimus voidaan ottaa määritettäväksi Fimlab Laborato-
riot Oy:ssä ja luopua alihankinnasta. Samalla vertaillaan esikäsittelymenetelmän vaiku-
tusta tulokseen. Ottamalla tutkimus käyttöön saadaan tulokset potilaille nopeammin, 
mikä on aina potilaan etu. Alihankinnasta luopuminen laskisi kuluja.  
 
Opinnäytetyömme tarkoituksena on koestaa esikäsittelyiden toimivuudet, jotta pysty-
tään selvittämään kannattaako ulosteen kalprotektiinitutkimus ottaa käyttöön Fimlab 
Laboratoriot Oy:ssä. Tarkoituksena on koestaa ulosteen esikäsittelyn toimivuus kalpro-
tektiinin määrityksissä vertaamalla kahta menetelmää EliA Stool Extraction Kit ja Fae-
cal Sample Preparation Kit by Roche Diagnostics. Esikäsittelyiden arvioimiseksi vaadi-
taan kriteerit. Kriteereinä toimivat esikäsittelyn vaatima aika, määrityksen hinta, synty-
vät jätteet ja työturvallisuus. Esikäsitellyistä näytteistä määritetyt tulokset ovat pohjana 
Fimlab Laboratoriot Oy:ssä tehtäville tutkimuksille kalprotektiinimäärityksen käyttöön-
ottamiseksi.  Lisäksi verrataan esikäsitellyn näytteen säilymistä määrityskelpoisena 
kalprotektiinipitoisuuden suhteen, jääkaappi lämpötilassa ja huoneenlämpötilassa. Mää-
ritykset tehdään esikäsitellystä näyteseoksesta 1–2 tunnin, 6 tunnin sekä 24 tunnin ku-
luttua esikäsittelystä sekä pakastetusta näyteseoksesta.  
 
Tutkimuskysymykset 
 Kumpi esikäsittelymenetelmistä soveltuu paremmin käytännön työhön? 
 Miten näyteseos säilyy määrityskelpoisena huoneenlämmössä ja jääkaappilämpöti-
lassa? 
 Miten pakastettu näyteseos säilyy määrityskelpoisena 1–3 kuukauden ajanjaksolla? 
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8 MENETELMÄLLISET LÄHTÖKOHDAT 
 
 
Kokeellisessa eli eksperimentaalisessa tutkimuksessa mitataan yhden käsiteltävän muut-
tujan vaikutusta toiseen muuttujaan. Tyypillisesti tutkimuksessa populaatiosta valitaan 
näyte, jota analysoidaan erilaisin koejärjestelyin. Analysointi tehdään harkitusti ja sys-
temaattisesti muuntaen olosuhteita. Muutoksia mitataan numeerisesti. (Hirsjärvi, Remes 
& Sajavaara 2010, 134.) Opinnäytetyössä verrataan esikäsittelytavan vaikutusta saatuun 
tulokseen, esikäsittelyn toimivuutta sekä valmiiksi esikäsitellyn näyteseoksen säilyvyyt-
tä määrityskelpoisena. Opinnäytetyömme on kokeellinen tutkimus, jossa tutkitaan, 
kumpi kahdesta ulosteen esikäsittelytavasta on käytännöllisempi kalprotektiinitutki-
mukseen. Työssämme on lisäksi myös piirteitä kvantitatiivisesta- ja kvalitatiivisesta 
tutkimuksesta.  Lisäksi vertaillaan esikäsitellyistä näytteistä saatuja tuloksia alihankin-
nan kautta saatuihin tuloksiin sekä tutkitaan näyteseoksen säilyvyyttä. Kalprotektiinipi-
toisuus pakastusnäytteistä mitataan heti, kuukauden ja kolmen kuukauden kuluttua. 
Luotettavuuden lisäämiseksi menetelmän ja esikäsittelyiden toistettavuus testataan vari-
aatiokertoimen avulla. Variaatiokerroin on tulosten keskihajonnan suhde keskiarvoon ja 
se ilmoitetaan yleensä prosentteina (Heikkilä 2008, 87–88). Variaatiokerroin lasketaan 
kaavalla 
 
   
 
 
     
 
Kaavassa                ja            . Tuloksissa variaatiokerroin oli valmiiksi 
CV% (coeffiecien of  variation).  
 
Kvantitatiivisella eli määrällisellä tutkimuksella selvitellään lukumääriä ja prosent-
tiosuuksia. Tutkimukseen vaaditaan riittävän suuri ja edustava otos. Taulukoita ja kuvi-
oita käytetään tulosten havainnollistamiseen. Numeeristen suureiden avulla taas osoite-
taan asioita. Tutkimus selvittää yleensä eri asioiden riippuvuutta toisistaan tai tutkittavi-
en ilmiöiden muutoksia. Tulosten yleistettävyyteen, tutkittuja havainnointiyksiköitä 
laajemmalle, pyritään tilastollisella päättelyllä. (Heikkilä 2008, 16.) Esikäsittelyn tois-
tettavuutta kuvataan variaatiokertoimen avulla. Esikäsittelyn toistettavuuden tutkimises-
sa käytetään kolmea näytettä, jotka käsitellään molemmilla esikäsittelymenetelmillä 
viiteen kertaan. Variaatiokerrointa käytetään myös analyysin toistettavuustutkimuksista, 
joissa kolme näytettä määritetään kymmeneen kertaan.  Kaikkien saatujen määritystu-
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losten kuvaamiseen käytetään avuksi taulukoita ja kuvaajia, jotka selventävät tuloksia. 
Opinnäytetyössämme selvitetään kalprotektiinipitoisuuden riippuvuutta esikäsittelystä 
kuluneesta ajasta sekä lämpötilasta. 
 
Kvalitatiivisella, eli laadullisella, tutkimuksella on pyrkimyksenä ymmärtää tutkimuk-
sen kohdetta. Kvalitatiivisen tutkimuksen kohdejoukko on yleensä suppea ja valittu har-
kinnanvaraisesti. Tutkimuksen pyrkimyksenä eivät ole tilastolliset yleistykset. (Heikkilä 
2008, 16–17.) Opinnäytetyön säilyvyystutkimusten kohde on valittu harkinnanvaraisesti 
edustamaan kalprotektiinipitoisuuksia negatiivisista (alle 100 mg/kg ulostetta) korkei-
siin pitoisuuksiin.   
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9 KOESTUS 
 
 
9.1 Koestuksen lähtökohdat ja opinnäytetyöprosessi  
 
Aihe opinnäytetyölle saatiin Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian vastuualueen 
osastonylilääkäri Anna-Maija Haapalalta. Lokakuussa 2012 tapasimme työelämän edus-
tajat sopiaksemme opinnäytetyön ja siihen liittyvän koestuksen sisällöstä. Marraskuussa 
2012 toinen opinnäytetyöntekijöistä osallistui ohjaavan opettajan kanssa kokoukseen 
liittyen kalprotektiinimäärityksen käyttöönottoon. Kokoukseen osallistui työelämän 
edustajien lisäksi myös Tampereen yliopistollisen sairaalan sisätautienpoliklinikan yli-
lääkäri sekä Thermo Fisher Scientific:n kotimaisia ja ulkomaalaisia edustajia.  Luvan 
opinnäytetyön tekemiseen myönsi Fimlab Laboratoriot Oy:n henkilöstöpäällikkö Eija 
Salo-Lievonen 12.12.2012.  Ulosteen esikäsittelyn koestamiselle oli tarvetta, koska 
kalprotektiinin määritys ei ole tutkittavana Fimlab Laboratoriot Oy:llä vaan suoritetaan 
alihankintana HUSLAB:sta. Kalprotektiinin määritys on tarkoitus saada määritettäväksi 
Tampereelle, joten esikäsittelyiden testaaminen ja toimivuuden vertailu oli tärkeää.  
Näin saatiin tietoa kalprotektiinimäärityksen käyttöönottamiseksi Fimlab Laboratoriot 
Oy:ssä. Tekemämme esikäsittely on siis osa isompaa kokonaisuutta.                                                                                                                                                               
 
Esikäsittelyn kävimme suorittamassa Fimlab Laboratorion Oy:n immunologian yksikös-
sä 18.–20.12.2012 välisenä aikana. Määritystä emme suorittaneet itse, sillä laitteen käyt-
tö vaatii kahden viikon perehdytyksen. Määritykset Phadia 250
® 
analysaattorilla suoritti 
ImmunoDiagnostics, Thermo Fischer Scientific:n edustaja Jari Siuro. 
 
 
Esikäsittelyn vertailukriteereitä mietimme valmiiksi jo ennen koestuksen aloittamista. 
Laitisen ja Rajamäen (1990) mukaan soveltuvuutta arvioidessa kiinnitetään huomiota 
analyyttiseen tilanteeseen, asennus- ja ympäristövaatimuksiin, käyttökustannusten ku-
vaamiseen sekä analyyttisen tilanteen kannalta esimerkiksi yleiseen käytön helppouteen 
ja kätevyyteen (Laitinen & Rajamäki 1990, 207–208). Kriteereiksi koestukseen valit-
simme määrityksen hinnan, työhön kuluvan ajan, työturvallisuuden sekä esikäsittelystä 
syntyvän jätteiden määrän. Esikäsittelyn koestamiseen kyseiset kriteerit eivät suoraan 
sellaisenaan soveltuneet.  Ennen esikäsittelyn aloittamista keskustelimme Anna-Maija 
Haapalan kanssa kriteereistä ja yhdessä päädyimme valitsemiimme vertailukriteereihin.    
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Teoriaosuutta aloimme kirjoittaa koestuksen suorittamisen jälkeen keväällä 2013. En-
simmäisiä määritysten tuloksia saimme tammikuussa ja kävimme niitä jo hieman läpi.   
Keväällä hyödynsimme opinnäytetyön tekemiseen varatun viikon teorian kirjoittami-
seen. Pakastusnäytteiden tulokset yhdistettynä aikaisempiin tuloksiin saimme maalis-
kuussa.  Saimmekin opinnäytetyön hyvään vaiheeseen ennen kesälomaa ja kesätöiden 
alkua eri paikkakunnilla. Syksyllä 2013 jatkoimme työn kirjoittamista ja viimeistelyä. 
 
 
9.2 Reagenssit ja välineet 
 
Ulostenäytteet olivat puhtaissa purkeissa, joista näyte otettiin esikäsittelyä varten. Purk-
ki näkyy kuvassa 3 sivulla 21. Esikäsittelymenetelmät vaativat eri välineet. Menetel-
mässä A (EliA Stool Extraction Kit) tarvittiin esikäsittelyreagenssin sisältävä putki, 
johon kuuluu näytteenottotikku ja suodatin. Menetelmässä B (Faecal Sample Preparati-
on Kit by Roche Diagnostics) tarvittiin vieteriputki, jonka pohjaksi laitetaan kuppi. 
Kuppi toimii näytteen annostelupaikkana ja näyte voidaan punnita luotettavasti sen 
avulla. Vaaka taarattiin kupin avulla ja näin ollen saatiin punnittua ulosteen tarkka pai-
no. Tämän jälkeen putkeen pipetoitiin ulosteenpainon mukaan uuttopuskuri EliA Calp-
rotectin Extraction Buffer.  Kuvassa 4 on näkyvillä B-menetelmässä tarvittavat välineet: 
vieteriputki, kuppi, koeputki, näytteenannostelutikku sekä puskuriliuos. 
 
 
KUVA 4. B-menetelmän välineitä (Tiensuu 2012) 
 
Kun esikäsittelyt saatiin siihen vaiheeseen, että ulostenäyte ja puskuri olivat samassa 
putkessa, suoritettiin sekoitus vortex-sekoittajalla. B-menetelmässä putkessa oleva me-
tallivieteri tehostaa näytteen ja puskurin sekoittumista homogeeniseksi seokseksi. Se-
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koituksen jälkeen B-menetelmässä näyteseos siirrettiin sentrifugointia varten koeput-
keen. A-menetelmässä sentrifugointi voitiin suorittaa esikäsittelyputkessa, josta oli pois-
tettu suodatin ja näytteenottotikku. Molemmat näytteet sentrifugoitiin kylmäsentrifuu-
gissa, 15C:ssa. Sentrifugointilaitteena käytettiin Thermo Scientificin SL40R. Ohjeesta 
poikettiin johtuen käytännön syistä, joten määritysaika oli 10 min ja sentrifugoinnin-
voima 2000G (Valtonen 2013b). Sentrifugoinnin jälkeen näytteet olivat valmiita määri-
tettäviksi Phadia 250
®
 analysaattorilla, Phadia 250 EliA
TM
 Calprotectin reagenssipaket-
tia käyttäen. Kalprotektiinin määritykseen käytetään fluoroentsyymi-immunoanalyysi 
kaksoisvasta-ainemenetelmää.  
 
A-menetelmän esitäytettyjä esikäsittelyputkia säilytettiin jääkaappilämpötilassa ja käy-
tettiin huoneenlämpöisinä. Putkia pidettiin huoneenlämpötilassa esikäsittelyn ajan. Tar-
kistimme paketista, että putket ovat käyttökelpoisia. B-menetelmän putkia säilytettiin 
huoneenlämmössä.  
 
 
9.3 Potilasnäytteet, kontrollit ja kalibroinnit 
 
Fimlab Laboratoriot Oy:n laboratoriohoitaja Irma Valtonen keräsi meille esikäsiteltävät 
näytteet marras–joulukuussa 2012. Tällä hetkellä näytteet lähetetään vielä tutkittaviksi 
HUSLAB:n, mutta koestustamme ja määritysmenetelmän käyttöönottoa varten kerättiin 
lähetettävistä näytteistä osa Fimlab Laboratoriot Oy:hyn esikäsiteltäviksi ja määritettä-
viksi. Käytettävissä oli yhteensä 36 näytettä. Näytteitä olisi tullut enemmän, mutta osas-
sa näytepurkkeja ulostetta oli niin niukasti, että näytteet lähetettiin kokonaan HUS-
LAB:n. Näin toimittiin, jotta potilaat saavat varmasti tuloksensa luotettavasti. Liian pie-
nestä näytemäärästä ei saada tehtyä uusintamääritystä, mikäli jotakin menee vikaan. 
Kaikki käsittelemämme näytteet numeroitiin juoksevalla numerolla. Esikäsiteltävillä 
näytteillä oli valmiina tutkimuspyyntö potilastietoineen, mutta ne eivät ilmene missään 
vaiheessa työssämme. 
 
Positiivisena kontrollina EliA Calprotectin Positive Control 250 ja negatiivisena kont-
rollina EliA Calprotectin Negative Control 250. Molemmat sisältävät humaani kalpro-
tektiinia. Kalibrattorina Calprotectin Calibrator Strips, humaani kalprotektiinia pitoi-
suuksina 0, 3, 10, 20, 200 ja 750 ng/ml. Käyräkontrollina EliA Calprotectin Curve 
Control Strips humaani kalprotektiinia pitoisuudella 20 ng/ml. (Phadia® 250 EliATM 
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Calprotectin 2012, 1–2.) Rutiinimäärityksiä tehtäessä vakiokäyrä ajetaan kerran kuu-
kaudessa, 6 pitoisuutta rinnakkaisina (0, 3, 10, 20, 200 ja 750 ng/ml) (Siuro 2013). Ku-
vassa 5 esimerkki kalibraatiokuvaajasta. Kuitenkin joka päivä määrityksiä tehtäessä 
määritetään kaksi käyräkontrollia. Laadunvalvontakontrolleja määritetään yksi positii-
vinen ja yksi negatiivinen päivässä.  Koestuksessa ennen jokaista näytesarjaa määritet-
tiin laadunvalvontakontrollit ja suoritettiin kalibroinnit. Vertailuja ajettaessa vakio- ja 
kontrollimäärityksiä tehtiin varmuuden vuoksi. (Siuro 2013.) Laite suorittaa itse kont-
rollit ja kalibroinnit. Kalibraattoreita on kuutta eri tasoa, joiden konsentraatiot ovat vä-
lillä 0–750 ng/ml.  
 
 
 
KUVA 5. Kalibraatiokäyrä 25.3.2013 määrityksistä. (Laboratory Report 2013,1) 
 
 
9.4 Esikäsittelyn koestus 
 
Käytännön toteutukseen kuului muutakin kuin pelkkä esikäsittely määrityksiä varten. 
Aloitimme numeroimalla putkia molempia menetelmiä varten. Käytännön laboratorio-
työstä poiketen jaoimme näytteitä useisiin eri putkiin, koska kalprotektiinin säilyvyyttä 
tutkittiin myös sekä huoneenlämmössä että jääkaappilämpötilassa +4 °C. Lisäksi esi-
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käsittelimme erikseen näytteitä esikäsittelyn toistettavuuden sekä menetelmän toistetta-
vuuden tutkimiseksi. Kuviossa 1 havainnollistetaan esikäsittelyjen koestuksen suoritus-
ta. 
 
 
KUVIO 1. Esikäsittelyn koestuksen suorittaminen 
 
Esikäsiteltäviä ulostenäytteitä oli aloittaessamme 31 kappaletta esikäsiteltäväksi mo-
lemmilla menetelmillä. Osa näistä näytteistä oli ollut pakastettuna. Näistä näytteistä 
tehtiin määritykset heti eli käytännössä yhden–kahden tunnin, kuuden tunnin ja 24 tun-
nin kuluttua esikäsittelystä.  Kuuden tunnin ja 24 tunnin määritykset tehtiin ainoastaan 
20 näytteestä, jotka edustivat eri kalprotektiinipitoisuuksia negatiivisesta korkeaan. Esi-
käsitelty näyteseos jaettiin aina kahteen putkeen, joista toista säilytettiin jääkaapissa +4 
°C ja toista huoneenlämmössä.  Näiden lisäksi säilyvyystutkimukseen valituista näyt-
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teistä tehtiin pakastusnäytteet, joista määritykset tehtiin heti, kuukauden ja kolmen kuu-
kauden kuluttua. Näiden lisäksi tietyistä kolmesta näytteestä tehtiin toistettavuus määri-
tyksiä. Kaikista tehtiin viisi esikäsittelyä molemmilla menetelmillä ja nämä kaikki mää-
ritettiin. Erona aikaisempiin esikäsittelyihin B-menetelmän punnitus jätettiin pois, koska 
silmämääräisellä arviolla keskiarvo pysyi samana ja ulostenäytettä oli alle yksi gramma 
keskiarvollisesti 85,3 mg. Tämän painon mukaan lisäsimme puskuria oikean määrän. 
Lisäksi jokaisesta viiden sarjasta valittiin yksi putki, josta tehtiin analyysi menetelmän 
määritystoistettavuuden tutkimiseksi toistamalla määritys 10 kertaa. Viimeisenä koes-
tuspäivänä teimme lisäksi viidestä uudesta näytteestä esikäsittelyt kuten aikaisemmista 
näytteistä 1–31, mutta tulos määritettiin ainoastaan heti. Näytteet 32–36 olivat tuoreita 
näytteitä. 
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10 TULOKSET JA JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
 
10.1 Esikäsittelymenetelmien vertailu työyksikössä 
 
Käsittelimme kumpikin näytteitä molemmilla tekniikoilla ja arvioimme käytettävyyttä 
kriteerein. Kriteereitä olivat esikäsittelyyn kulunut aika, määrityksen hinta, työturvalli-
suus sekä syntynyt jäte. Ajan kulumisen arviointia tosin hankaloitti se, että emme teh-
neet kokoajan työvaiheita samoin kun käytännössä tullaan tekemään, jaoimme näytteitä 
useampaan putkeen kuin käytännössä tulee olemaan tarpeen. Toimimme näin, koska 
teimme myös säilyvyystutkimuksia. Valittavaa menetelmää varten koostimme yhteen-
vedon menetelmien hyvistä ja huonoista puolista. EliA Extraction Kit on A-menetelmä 
ja Faecal Sample Preparation Kit by Roche Diagnostics on B-menetelmä.  
 
A-menetelmässä hyvää oli se, että näytteen sentrifugoiminen oli mahdollista esikäsitte-
lyputkessa. Menetelmä oli erityisen hyvä melko löysälle ulostenäytteelle, sillä se irtosi 
hyvin lovista. Huomasimme myös, että kahden putken sekoittaminen vortex-
sekoittajalla samanaikaisesti auttoi lovien tyhjentymisessä ulosteesta. Huomasimme, 
että vaikka tikkua painoi seinämää vasten, ulosteen sekoittaminen vortex-sekoittajalla 
oli yhtä hankalaa hankalissa tapauksissa kuin silloin kun näytettä tuli helposti tikkuun, 
eli ei tarvinnut vetää seinämää vasten. Huonona puolena menetelmässä oli, että sekoit-
taminen vortex-sekoittajalla vaakatasossa aiheutti välillä puskurin vuotamisen suojakä-
sineille, näin ollen välillä ylimmän loven saaminen tyhjäksi oli haastavaa. Joissakin ta-
pauksissa näytteenottotikun kärkeen jäi ulostetta, joka ei lähtenyt pois suodattimen avul-
la. Tästä johtuen ulosteen määrä putkessa voi vaihdella hiukan. Ulosteen näytteenottoir-
toamisongelman ratkaisuna seisotimme kyseisiä näytteitä jonkin aikaa puskurissa ennen 
vortex-sekoittajalla sekoittamisen jatkamista.  
 
B-menetelmässä hyvänä asiana nousi ulosteen sekoittuminen hyvin sekoittaessa vortex-
sekoittajalla, eikä näytteen koostumuksella ollut merkitystä. Kupin täytössä emme 
myöskään huomanneet eroja ulosteen koostumuksesta johtuen.  Käytännöllisyyttä huo-
nontavaksi asiaksi B-menetelmässä nousi se, että työvaiheita tulee enemmän: pipetoin-
nit, punnitukset ja sentrifugointiputkeen siirto. Huomasimme myös löysien ulostenäyt-
teiden kohdalla, että kuppiin siirtäessä saattaa syntyä hieman ilmakuplaa.  
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Kokonaisuudessaan huomasimme molempien menetelmien kohdalla, että kupin täynnä 
oleminen ja lovien täyttyminen on hieman tekijästä riippuvaista, kuitenkin punnittaessa 
keskiarvollisesti pysyimme samoilla kohdilla. Myös ulosteessa olevat sulamattomat 
osat, kuten siemenet, täyttävät kuppia tai lovia ja näin ollen ulostetta tulee määritettä-
väksi vähemmän.  
 
Ajallisesti totesimme molempiin esikäsittelymenetelmiin kuluvan suhteellisesti saman 
verran. Huomasimme, että näytteen koostumuksella on vaikutusta esikäsittelyyn kulu-
vaan aikaan ja löysien ulosteiden kohdalla esikäsittely sujuu nopeammin. A-menetel-
mässä lovien tyhjäksi saamiseen voi kulua aikaa. Menetelmien hinta on sama. Kuitenkin 
B-menetelmä vaatii hieman enemmän välineitä, pipetinkärjen sekä sentrifugointiputken. 
A-menetelmän kohdalla voi kulua huomattavasti aikaa, mikäli näyte ei irtoa lovista hel-
posti.  Jätteitä syntyy hieman enemmän B-menetelmässä kuin A-menetelmässä. Työtur-
vallisuudesta esille nousivat A-menetelmän näyteseoksen joutuminen suojakäsineille 
sekoittaessa vortex-sekoittajalla. Molemmat menetelmistä olivat hyvin tehtävissä veto-
kaapissa lukuunottamatta B-menetelmän punnitusvaihetta.   Loppujen lopuksi totesim-
me molempien menetelmien olevan toimivia ja käytännöllisiä. B-menetelmällä saadaan 
helpommin kaikki eri koostumuksen (”kovasta löysään”) omaavat näytteet esikäsiteltyä, 
mutta kuitenkin A-menetelmällä tämä onnistuu myös. Näin ollen emme voi sanoa toisen 
menetelmän olevan oikea valinta esikäsittelyyn. 
 
Käytännön laboratoriotyöskentelyssä tuskin tulee kerralla niin paljon näytteitä kuin ker-
ralla esikäsittelimme. Näin ollen esikäsittelymenetelmän valinta aiheuttaa oman haas-
teensa. Lisäksi kliinistä laboratoriotyötä tehneen laboratoriohoitajan tai bioanalyytikon 
on luultavasti helpompi tehdä esikäsittelyä johtuen muiden näytteiden käsittelystä ja 
määrittämisestä. Joulukuussa suorittamamme esikäsittelyn jälkeen ovat esikäsittelyt ja 
määritykset jatkuneet Fimlab Laboratoriot Oy:n immunologian laboratoriossa, jotta ma-
teriaalia saadaan riittävästi F-Calpro tutkimuksen saamiseksi määritettäväksi Fimlab 
Laboratoriot Oy:n.  Näiden esikäsittelyjen pohjalta olemme saaneet laboratoriohoitajan 
mielipiteen esikäsittelymenetelmien soveltuvuudesta käytäntöön.  
 
Laboratoriohoitajakin teki menetelmistä samansuuntaisia arvioita kuin mihin me pää-
dyimme.  Valtosen (2013) mukaan A-menetelmällä löysät näytteet olivat helppoja, irto-
sivat hyvin lovista, kovat ja rasvaiset näytteet haasteellisempia mutta seisotuksella ja 
tietyllä ravistelulla nekin irtosivat. B-menetelmässä oli taas enemmän vaiheita punni-
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tuksineen ja reagenssin lisäyksineen. Molemmilla menetelmillä on puolensa, mutta Fim-
lab Laboratoriot Oy:n tulisi noin muutama näyte päivässä, joten A-menetelmä olisi no-
peampi, vaikka näytettä joutuisikin sekoittamaan kauemmin. (Valtonen 2013a.)  
 
 
10.2 Esikäsittelymenetelmien vertailtavuus ja toistettavuus tulosten pohjalta 
 
Kalprotektiinimäärityksissä saatujen tulosten tulkinnassa saimme arvokasta apua mik-
robiologian vastuualueen osastonylilääkäri Anna-Maija Haapalalta. Tulokset olivat osit-
tain odotettuja, mutta osassa ilmeni myös yllätyksiä. Kaikki eri määritysten tulokset 
käsiteltiin erikseen omina kokonaisuuksinaan. Phadia® 250 antaa tuloksien yksikkönä 
mg/kg ulostetta, näin ollen koestuksen tuloksissa käytetään sitä. Kaikki kuvaajien pitoi-
suudet 15 mg/kg, ovat oikeasti alle 15 mg/kg tuloksia. Muutimme pitoisuudet, jotta ku-
vaajat oli mahdollista piirtää. Kaikki määritysten tulokset esitetään taulukkoina liitteissä 
1 ja 2, lisäksi toistettavuustutkimusten tulokset esitetään liitteessä 3. Taulukot on otettu 
suoraan ImmunoDiagnostics, Thermo Fischer Scientific:n edustaja Jari Siurolta Excel 
taulukkolaskentaohjelmaan syötetyistä tuloksista. 
 
Molemmat esikäsittelymenetelmät EliA Stool Extraction Kit ja Faecal Sample Prepara-
tion Kit by Roche Diagnostics antavat samanlaisia toisiinsa verrattavissa olevia tuloksia 
samasta näytteestä. Näin ollen päätös valittavasta esikäsittelymenetelmästä voidaan teh-
dä sen perusteella, kumpi on helppokäyttöisempi ja soveltuu paremmin heidän tarpei-
siinsa.  Molempien esikäsittelymenetelmien uuttotoistettavuudet ovat yhtä hyviä ja ana-
lyysin toistettavuus on yhtenevä. Variaatiokertoimet olivat molemmissa alhaiset. Mik-
robiologian vastuualueen osastonylilääkäri Anna-Maija Haapalan (2013) mukaan im-
munologisissa menetelmissä alle 20% olevat variaatiokertoimet ovat hyväksyttävällä 
tasolla.  Menetelmien uuttotoistettavuus kaikilla tulostasoilla todettiin olevan hyvä, sillä 
näytteitä oli matalasta korkeaan. Variaatiokertoimet ovat EliA Stool Extraction Kit mää-
rityksissä 9, 16 ja 13. Faecal Sample Preparation Kit by Roche Diagnostics määritysten 
variaatiokertoimet ovat 11, 11 ja yhdellä näytteellä 49 ja 87. Tämä näyte todettiin muu-
tenkin haasteelliseksi ja mahdollisesti tästä johtuen variaatiokerroin on korkea. Näyte 
vaikutti koostumukseltaan kuituiselta ja sitä aiottiin katsoa lähemmin mikroskoopissa. 
Työelämän vastaavien mukaan näin ei kuitenkaan toimittu.  Analyysin toistettavuus oli 
myös hyvä, variaatiokerrointen ollessa A:ssa välillä 2–6 ja B:ssä 3–9.  
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10.3 Säilyvyys määrityskelpoisena eri lämpötiloissa 
 
Esikäsiteltyä näyteseosta huoneenlämmössä säilytettäessä, laskua näkyy jo 6 tunnin 
kuluttua esikäsittelystä ja merkittävä lasku huomattiin 24 tunnin kuluttua määritetyistä 
näytteistä. Näytteiden välillä oli hiukan eroa ja joissakin näytteissä alussa positiivinen 
(yli 100 mg/kg) tulos muuttui 24 tunnin säilytyksessä negatiiviseksi. Tästä johtuen esi-
käsiteltyjen näytteiden pitkäaikaista huoneenlämmössä säilytystä tulisi välttää. Säily-
vyys huoneenlämmössä kuvataan kuvioissa 2 ja 3. Johtuen A- ja B-menetelmien saman-
suuntaisista tuloksista, tästä eteenpäin kuvaajat on tehty ainoastaan B-menetelmän säi-
lyvyystuloksista.  
 
 
 
KUVIO 2. Kalprotektiinipitoisuuden säilyvyys huoneenlämmössä A-menetelmä 
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KUVIO 3. Kalprotektiinipitoisuuden säilyvyys huoneenlämmössä B-menetelmä 
 
Jääkaappilämpötilassa +4 °C näyte säilyi paremmin määrityskelpoisena, kuuden tunnin 
tai 24 tunnin säilytyksen kohdalla ei näkynyt niin merkittävää laskua tuloksissa. Näin 
ollen lyhytaikainen säilytys jääkaappilämpötilassa olisi sallittua. Parasta tietysti olisi, 
että näytteet määritettäisiin mahdollisimman nopeasti. Säilyvyys jääkaappilämpötilassa 
kuvataan kuviossa 4.  
 
 
 
KUVIO 4. Säilyvyys 4°C 
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Esikäsitellyn näyteseoksen säilyvyys määrityskelpoisena testattiin pakastamalla näy-
teseosta kuukauden ja kolmen kuukauden säilytyksen jälkeen tapahtuviin määrityksiin. 
Kuukauden säilytyksen jälkeen kalprotektiinipitoisuudet laskivat jo paljon. Tässä vai-
heessa oletettiin kalprotektiinipitoisuuksien laskevan lisää kolmen kuukauden säilytyk-
sen aikana.   Tuloksia määritettäessä todettiin kuitenkin, etteivät tulokset enää laske 
merkittävästi kuukauden säilytyksen jälkeen. Suurin muutos tapahtuu siis pakastuksessa 
ensimmäisen kuukauden aikana. Pakastus ei ole suositeltavaa. Kuviossa 5 nähdään 
kalprotektiinipitoisuuden säilyvyys pakastetussa esikäsitellyssä näytteessä.  
 
 
 
KUVIO 5. Kalprotektiinin säilyvyys pakastetussa esikäsitellyssä näytteessä  
 
 
10.4 EliA-menetelmä verrattuna HUSLAB:n menetelmään  
 
Koska A:lla ja B:llä saatiin keskenään korreloivia tuloksia, käsittelemme vain toisella 
menetelmällä saatuja tuloksia. Tarkasteltaessa negatiivisia eli alle 100 mg/kg olevia 
tuloksia korreloivat tulokset hyvin keskenään ja näin ollen ne ovat yhteneviä. Tarkastel-
taessa positiivisia tuloksia tulee hajontaa EliA:n ja HUSLAB:n tulosten kesken enem-
män. EliA tulokset eroavat HUSLAB:n tuloksista molempiin suuntiin, näin ollen ei voi-
da laskea kerrointa tulosten korjaamiseen. Kuitenkin tulokset EliA-menetelmällä ovat 
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korkeampia kuin HUSLAB:n antamat tulokset. Joissakin tuloksissa oli todella suuria 
muutoksia, tästä syystä kyseisten näytteiden antajiin on otettu yhteyttä heidän tautinsa 
aktiivisuuden selvittämiseksi. Yleisesti ottaen siis korkeat tulokset aiheuttavat ongel-
man.  Kuviossa 6 esitetään A- ja B-esikäsittelymenetelmillä saadut tulokset (EliA-
määritys) suhteessa HUSLAB:n saamiin tuloksiin.  
 
 
KUVIO 6. HUSLAB:n tulokset verrattuna EliA tuloksiin.  
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11 POHDINTA 
 
 
Opinnäytetyön tarkoituksena oli koestaa ulosteen kaksi esikäsittelymenetelmää kalpro-
tektiinitutkimukseen. Vertailtavina menetelminä olivat EliA Stool Extraction Kit ja 
Faecal Sample Preparation Kit by Roche Diagnostics. Opinnäytetyön tarkoitus täyttyi, 
sillä saimme testattua esikäsittelymenetelmien toimivuuden. Toisaalta emme kuitenkaan 
pystyneet sanomaan kummankaan menetelmän olevan parempi valinta esikäsittelyihin. 
Opinnäytetyön tarkoituksena oli myös selvittää esikäsitellyn näyteseoksen säilyvyyttä 
eri lämpötiloissa. Molempien esikäsittelymenetelmien kohdalla kalprotektiinipitoisuus 
laski ajan kuluessa riippumatta säilytyslämpötilasta. Huomasimme myös, ettei esikäsi-
teltyä näyteseosta tule pakastaa myöhempää määrittämistä varten. Tavoitteemme oli 
tuottaa tietoa, jonka avulla ulosteen kalprotektiinitutkimus saataisiin otettua käyttöön 
Fimlab Laboratoriot Oy:ssä. Saimme tuotettua tietoa esikäsittelyiden tekemisestä ja 
toimivuudesta sekä esikäsitellyn näyteseoksen säilyvyydestä. Kuitenkaan alihankinnasta 
luopumiseen emme voi ottaa kantaa, sillä prosessi on vielä kesken. Esikäsittelemistäm-
me näytteistä saadut tulokset antoivat myös tärkeää tietoa prosessiin. 
 
Kalprotektiini tutkimusten aiheena on hyvin ajankohtainen, sillä aloittaessamme teke-
mään opinnäytetyötä syksyllä 2012 ammattikorkeakoulujen julkaisuarkisto Theseukses-
ta löytyi vain yksi kalprotektiinia koskeva opinnäytetyö. Nyt syksyllä 2013 Theseukses-
sa on tallennettuna jo kolme uutta aihetta käsittelevää työtä. Kalprotektiinia on tutkittu 
myös paljon kansainvälisesti. Useimmissa tutkimuksissa on selvitelty tulehduksellisten 
suolistosairauksien aktiivisuuden yhteyttä kalprotektiinipitoisuuteen. Ajankohtaisuudes-
ta kertoo myös mielestämme Tampereen yliopistollisen sairaalan sisätautien poliklini-
kalle tullut vieritestilaite ulosteen kalprotektiinimääritykseen. Laitteen oli aluksi tarkoi-
tus kuulua opinnäytetyössämme tulosten vertailuun, mutta se olisi laajentanut työmme 
liian suureksi. Opinnäytetyöllemme on hieman hankala ehdottaa jatkotutkimusaiheita, 
sillä tekemämme koestus on osa suurta kokonaisuutta. Jatkotutkimusaiheena voisi olla 
vieritestilaitteen validointi tai vieritestilaitteen vertailu EliA-menetelmän kanssa. Teke-
mämme koestuksen jälkeen Fimlab Laboratoriot Oy:ssä on jatkettu prosessia ulosteen 
kalprotektiinitutkimuksen käyttöönottamiseksi. Henkilökunta on testannut molemmat 
esikäsittelymenetelmät ja prosessissa on päästy eteenpäin.   
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Koestuksen suorittaminen sujui hyvin ja tehtävää oli paljon. Emme kuitenkaan osanneet 
ajatella kuinka paljon aikaa koestuksen esivalmistelut veisivät. Ne olisi ollut parempi 
suorittaa esimerkiksi päivää ennen esikäsittelyjen aloittamista. Aikaa vei muun muassa 
monenlaisten putkien numeroinnit ja esikäsittelymenetelmiin perehtyminen paremmin. 
Koestus oli aluksi hieman hankalaa, koska tehtiin useita asioita yhtä aikaa. Tästä syystä 
oli ongelmallista arvioida esikäsittelymenetelmien vaatima aika. Ongelman ratkaisemi-
seksi teimme viimeisenä päivänä esikäsittelyt niin, että ajan pystyi arvioimaan. Loppu-
jen lopuksi oli kuitenkin hyvä, että aika mitattiin vasta viimeisenä koestuspäivänä, sillä 
esikäsittelyiden suorittaminen helpottui ja nopeutui tekemisen myötä. Näin ollen saim-
me luotettavamman tuloksen esikäsittelyiden vaatimasta ajasta. Käytännön työssä mo-
lempiin menetelmiin tulee myös kulumaan sama aika, sillä A-menetelmän esikäsittely-
putkea ei ole mahdollista antaa asiakkaalle kotiin, kuten esimerkiksi ulosteen piilevän 
veren tutkimisessa toimitaan.  
 
Opinnäytetyön luotettavuutta lisää koestuksen osalta se, että esikäsittelyiden toistetta-
vuus testattiin määrityksillä, kuten myös laitteen toistettavuus. Molemmat opinnäyte-
työntekijät tekivät esikäsittelyjä molemmilla menetelmillä, joten arvio on luotettavampi.  
Näytteiden kohdalla kirjasimme ylös huomioita ulosteen rakenteesta, kuten esimerkiksi 
löysä näyte, kova näyte ja siemenet.  Tarkastelimme tuloksia suhteessa näytteen ominai-
suuksiin. Emme huomanneet tietyn ominaisuuden vaikuttavan tulosten eroon saa-
miemme tulosten ja HUSLAB:n tulosten välillä. Vältimme ottamasta siemeniä tai muu-
ta sulamatonta ainesta sisältäviä kohtia esikäsittelyyn. Kuitenkin muutamia kertoja 
huomasimme, että näytteessä olleita siemeniä oli mukana esikäsitellyssä seoksessa.  
Laitteen toistettavuus oli hyvä, mikä lisää koestuksen luotettavuutta.  Opinnäytetyön 
teoriaosuuden luotettavuutta lisää käytettyjen lähteiden luotettavuus. Käytetyt lähteet 
olivat yhtä poikkeusta lukuunottamatta enintään kymmenen vuotta vanhoja.  Pääosa 
käyttämistämme lähteistä oli hyvin uusia. Käytimme monipuolisesti suomen- ja englan-
ninkielisiä lähteitä. Käyttämämme lähteet arvioimme luotettaviksi. Kalprotektiinimääri-
tysten tulokset saimme valmiina syötettyinä Excel -taulukkolaskentaohjelmaan. Variaa-
tiokertoimet toistettavuusmäärityksistä olivat valmiiksi laskettuina. Lisäksi saimme 
valmiiksi muutamia kuvaajia tuloksiin liittyen, näitä emme kuitenkaan käyttäneet työs-
sämme.  
 
Suureen eroon saamiemme ja HUSLAB:n tulosten välillä voisi mahdollisesti olla eri 
määritysmenetelmät tai erilaiset esikäsittelyt. Myös mahdollinen ulostenäytteen hetero-
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geenisuus saattaa vaikuttaa eroihin tuloksista. Erlingin ja Hakulin opinnäytetyön mu-
kaan kalprotektiinitutkimuksessa tulisi käyttää mahdollisimman homogeenista ulostetta. 
Pakastuksen vaikutusta tuloksiin emme myöskään voi tietää. 
 
Opinnäytetyössämme koestetuille näytteille oli valmiiksi pyynnöt potilastietoineen. 
Nämä tiedot eivät missään vaiheessa työssämme paljastuneet. Valokuvia ottaessamme 
pidimme huolen, etteivät henkilötiedot näy. Nimet ja henkilötunnukset olivat kuitenkin 
saatavilla, jotta pystyimme saamaan HUSLAB:n tulokset vertailua varten. Näin ollen 
opinnäytetyössämme on otettu huomioon eettisyys.  
 
Erlingin ja Hakulin opinnäytetyön mukaan esikäsiteltyä ulostenäytettä voitaisiin säilyt-
tää 1–3 vuorokautta ennen määritystä ilman merkittävää muutosta kalprotektiinipitoi-
suudessa. Näin ollen voimme päätellä, ettei ulostenäytteiden säilytys koestuksemme 
ajan kylmässä, ole vaikuttanut kalprotektiinipitoisuuksiin. Jönköpingissä tehdyn tutki-
muksen mukaan ulosteen punnituksesta esikäsittelyssä voitaisiin luopua. Koestukses-
samme ulostenäytteen painon keskiarvo oli samanlainen. Luovuimme punnituksesta 
toistettavuusnäytteiden kohdalla ja saamamme variaatiokertoimet olivat silloin hyviä, 
joten tutkimuksemme tulos tukee edellistä tutkimusta.   
 
Opinnäytetyöntekijöiden välinen yhteistyö sujui hyvin. Vaikka asuimme eri paikkakun-
nilla, hyödynsimme mahdollisuuksien mukaan jokaisen vapaan hetken samalla paikka-
kunnalla työn tekemiseen. Yhteistyö Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian vastuu-
alueen osastonylilääkäri Anna-Maija Haapalan ja laboratoriohoitaja Irma Valtosen 
kanssa sekä ImmunoDiagnostics, Thermo Fischer Scientific:n edustaja Jari Siuron kans-
sa sujui hyvin. Saimme korvaamatonta apua koestuksen lisäksi myös muissa opinnäyte-
työn vaiheissa. Haluammekin kiittää heitä saamastamme avusta.  
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Näyte:
HUSLAB 
(m
g/kg)
Extraction A  0 h 
(m
g/kg)
Extraction A 6 h, 4C 
(m
g/kg)
Extraction A 24 h, 
4C (m
g/kg)
Extraction A 6 h, RT 
(m
g/kg)
Extraction A 24 h, RT 
(m
g/kg)
Extraction A 0 h, -24C 
(m
g/kg)
Extraction A 1 kk, -24C 
(m
g/kg)
Extraction A 3 kk, -24C 
(m
g/kg)
1
306
1164
2
147
204
175
125
102
57
187
127
133
3
76
77
70
66
64
53
93
55
152
4
151
298
237
101
75
38
384
134
125
5
315
305
311
305
282
300
297
218
206
6
209
612
583
521
509
410
533
357
357
7
69
18
8
578
1484
1369
1325
1210
1041
1688
724
581
9
76
117
110
105
100
86
82
50
48
10
<5
<15
11
47
27
26
23
24
19
28
19
21
12
13
<15
13
80
116
114
108
114
109
99
76
76
14
15
<15
15
214
348
346
296
268
105
297
60
44
16
5
<15
17
107
145
132
125
105
36
138
72
65
18
370
882
786
704
550
473
935
678
629
19
39
146
140
130
123
125
103
84
87
20
657
804
667
358
337
273
1110
451
465
21
9
<15
22
165
353
343
271
261
208
402
263
261
23
200
841
694
397
462
297
813
472
480
24
239
779
749
627
681
383
471
108
76
25
5
<15
26
208
460
472
419
427
383
579
457
434
27
367
670
647
609
650
441
677
489
450
28
<5
<15
29
42
75
62
22
20
<15
45
<15
<15
30
21
<15
31
11
<15
32
16
<15
33
177
213
34
184
862
35
<5
<15
36
1058
831
LIITTEET 
Liite 1.  A-menetelmän tulokset ja HUSLAB:n tulokset 
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N
äyte
:
H
U
SLA
B
 
(m
g/kg)
Extractio
n
 B
  0 h
 
(m
g/kg)
Extractio
n
 B
 6 h
, 4C
 
(m
g/kg)
Extractio
n
 B
 24 h
, 4C
 
(m
g/kg)
Extractio
n
 B
 6 h
, R
T 
(m
g/kg)
Extractio
n
 B
 24 h
, R
T 
(m
g/kg)
Extractio
n
 B
 0 h
, -24C
 
(m
g/kg)
Extractio
n
 B
 1 kk, -24C
 
(m
g/kg)
Extractio
n
 B
 3 kk, -24C
 
(m
g/kg)
1
306
869
2
147
230
202
157
106
76
163
132
134
3
76
74
66
71
55
49
52
31
27
4
151
346
257
154
111
74
723
425
378
5
315
638
581
581
544
599
399
328
304
6
209
597
623
566
538
413
440
331
291
7
69
23
8
578
1435
1440
1377
1186
953
1297
654
583
9
76
97
101
104
87
69
90
45
46
10
<5
<15
11
47
27
28
28
25
23
27
18
19
12
13
<15
13
80
94
96
104
96
94
100
69
69
14
15
<15
15
214
239
223
223
151
48
224
31
25
16
5
<15
17
107
124
122
132
91
32
137
68
69
18
370
782
721
764
558
466
827
661
558
19
39
81
77
82
70
66
91
77
69
20
657
950
768
573
484
372
1152
430
373
21
9
<15
22
165
468
475
415
339
214
321
152
162
23
200
712
561
369
313
211
773
333
406
24
239
604
602
570
466
257
488
94
51
25
5
<15
26
208
864
881
942
856
781
441
313
289
27
367
843
834
822
740
458
764
394
439
28
<5
<15
29
42
55
47
24
19
<15
57
<15
<15
30
21
<15
31
11
<15
32
16
<15
33
177
200
34
184
1156
35
<5
<15
36
1058
277
 
Liite 2. B-menetelmän tulokset ja HUSLAB:n tulokset 
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Liite 3. Esikäsittelyn ja analyysin toistettavuustulokset 
 
 
 
 
 
 
 
Reproducibility extraction A
Näyte
Extraction A  
1/5 (mg/kg)
Extraction A  
2/5 (mg/kg)
Extraction A  
3/5 (mg/kg)
Extraction A  
4/5 (mg/kg)
Extraction A  
5/5 (mg/kg)
Avarage 
(mg/kg)
CV%
7 28 27 24 27 31 27 9 %
17 203 165 153 155 134 162 16 %
26 505 651 536 476 592 552 13 %
Reproducibility extraction B
Näyte
Extraction B 
1/5 (mg/kg)
Extraction B  
2/5 (mg/kg)
Extraction B  
3/5 (mg/kg)
Extraction B  
4/5 (mg/kg)
Extraction B  
5/5 (mg/kg)
Avarage 
(mg/kg)
CV%
7 20 24 24 19 21 22 11 %
17 112 140 126 109 115 120 11 %
26a 1038 473 564 402 354 566 49 %
26b 421 465 2034 744 376 808 87 %
Analyze reproducibility for extraction  A
Näyte
Extraction A  
1/10 (mg/kg)
Extraction A  
2/10 (mg/kg)
Extraction A  
3/10 (mg/kg)
Extraction A  
4/10 (mg/kg)
Extraction A  
5/10 (mg/kg)
Extraction A  
6/10 (mg/kg)
Extraction A  
7/10 (mg/kg)
Extraction A  
8/10 (mg/kg)
Extraction A  
9/10 (mg/kg)
Extraction A  
10/10 (mg/kg)
Avarage 
(mg/kg)
CV%
7 13 15 13 13 13 14 13 12 13 13 13 6 %
17 147 140 143 148 141 144 138 145 140 144 143 2 %
26 501 521 511 539 522 517 513 535 535 539 523 3 %
Analyze reproducibility for extraction  B
Näyte
Extraction B  
1/10 (mg/kg)
Extraction B  
2/10 (mg/kg)
Extraction B  
3/10 (mg/kg)
Extraction B  
4/10 (mg/kg)
Extraction B  
5/10 (mg/kg)
Extraction B  
6/10 (mg/kg)
Extraction B  
7/10 (mg/kg)
Extraction B  
8/10 (mg/kg)
Extraction B  
9/10 (mg/kg)
Extraction B  
10/10 (mg/kg)
Avarage 
(mg/kg)
CV%
7 5,7 5,5 5,3 5,2 5,1 5,2 5,5 5 5,5 4,1 5 9 %
17 94 95 89 90 91 96 93 98 98 95 94 3 %
26 539 492 499 509 503 502 505 509 520 513 509 3 %
